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resumo 
 
 
A cerveja é uma das bebidas alcoólicas mais populares e consumidas 
mundialmente.  As principais matérias primas utilizadas na sua produção são 
água, cereais maltados, lúpulo e leveduras. O processo cervejeiro  envolve uma 
série de etapas e técnicas que visam a transformação das matérias-primas no 
produto f inal. A fermentação é uma das etapas mais importantes, pois é durante 
esta que os açúcares presentes no mosto são consumidos pelas leveduras, 
produzindo simultaneamente álcool e dióxido de carbono, ocorrendo também a 
formação de subprodutos que vão ter uma grande inf luência no sabor, aroma e 
outras características da cerveja. Normalmente uma fermentação gera levedura 
em quantidade suf iciente para ser reutilizada em fermentações subsequentes. 
Idealmente as leveduras são recolhidas e transferidas diretamente para o novo 
lote de cerveja a ser fermentado, mas caso isso não seja possível, devem ser 
armazenadas em condições adequadas. A qualidade da levedura deve sempre 
ser avaliada antes desta ser inoculada, o que pode ser feito através da 
monitorização da sua viabilidade e vitalidade. Este trabalho passa pelo estudo 
da inf luência do tempo e temperatura de armazenamento nas leveduras 
recuperadas, com o objetivo de aumentar o tempo de vida útil das mesmas, e 
assim economizar recursos e melhorar o sistema de gestão de leveduras.  
Procedeu-se à propagação de levedura desidratada, que foi depois utilizada na 
produção de três lotes de cerveja. A levedura resultante das fermentações foi 
recuperada e utilizada sucessivamente em novas produções, fazendo -se 
sempre o acompanhamento do processo e evolução da cerveja. Foram retiradas 
amostras das leveduras recuperadas para serem armazenadas a duas 
temperaturas (2 e 8 °C) e durante diferentes intervalos de tempo (3, 7, 14 e 21 
dias). De forma a avaliar a evolução da condição f isiológica das leveduras 
monitorizou-se o pH e, através da coloração com azul de metileno, a taxa de 
viabilidade.  
As amostras de levedura armazenadas a 2 °C apresentavam em média uma 
taxa de viabilidade de 74% ao f im de 7 dias, e 66% ao f im de 14 dias, sendo que 
a diminuição tende a ser mais acentuada em leveduras de gerações mais 
velhas. Já as amostras armazenadas a 8 °C apresentavam ao f im de 7 dias de 
armazenamento um declínio da taxa de viabilidade mais acentuado (64%).  
Relativamente aos resultados obtidos para o pH, obtiveram-se valores inferiores 
aos expectáveis ao longo do tempo de armazenamento, considerando a 
literatura. 
Conclui-se que o armazenamento a 2 °C das leveduras recuperadas seria 
benéf ico para o aumento do tempo de vida útil das leveduras. Seria pertinente 
realizar ensaios com uma amostragem maior para obter resultados signif icativos 
relativamente à monitorização do pH. No futuro, a implementação de um teste 
de vitalidade, como o teste do poder de acidif icação, seria relevante. 
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abstract 
 
Beer is one of  the most popular and consumed alcoholic beverages in the world. 
The main raw materials used in its production are water, malted cereals, hops 
and yeast. The brewing process involves a series of  steps and techniques which 
aim to transform the raw materials into the f inal product. Fermentation is one of  
the most important stages, as it is during this time that yeast consumes the sugar 
present in the wort, producing simultaneously alcohol and carbon dioxide, 
occurring also the formation of  by-products that will have a great inf luence on the 
taste, aroma and other beer features. Normally, one fermentation generates 
enough yeast to be reused in a subsequent fermentation. Ideally the yeasts are 
collected and transferred directly to the new batch to be fermented, but if  this is 
not possible, they should be stored under appropriate conditions. The quality of  
yeast should always be evaluated before it is inoculated, which can be done by 
monitoring its viability and vitality. This work involves studying the inf luence of  
storage time and temperature on recovered yeasts, with the aim of  increasing  
their life span and therefore saving resources and improving the yeast 
management system.  
Dry yeast was propagated and then used in the production of  three batches of  
beer. The yeast resulting f rom the fermentations was recovered and used 
successively in new productions, always following the process and evolution of  
the beer. Samples of  the recovered yeasts were collected to be stored at two 
temperatures (2 and 8 °C) and four dif ferent time intervals (3, 7, 14 and 21 days). 
To assess the evolution of  the yeast’s physiological condition, pH and viability 
rate (via methylene blue staining) were monitored.  
Yeast samples stored at 2 °C showed an average viability rate of  74% af ter 7 
days, and 66% af ter 14 days, noticing that the decline tended to be more 
pronounced in yeasts of  older generations. The samples stored at 8 °C, af ter 7 
days of  storage, presented a more pronounced decline in the viability rate (64%).  
Regarding the results obtained for the pH, lower values were obtained over the 
storage time than the expected ones, based on literature. 
It was concluded that storing recovered yeasts at 2 °C would be benef icial in 
increasing their life span. Carrying out tests with a larger sampling would be 
pertinent to obtain signif icant results regarding pH monitoring. In the future, the 
implementation of  a vitality test, such as the acidif ication power test, would be 
relevant. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Contextualização do Trabalho 
Este trabalho foi desenvolvido no âmbito de um estágio curricular em ambiente 
empresarial na empresa Essência D’Alma Lda., uma microcervejeira artesanal com a marca 
registada Vadia. Sediada em Ossela, Oliveira de Azeméis, e fundada em 2010, a história da 
cerveja Vadia tem no entanto início em 2006, sendo uma das pioneiras na produção de 
cerveja artesanal em Portugal. 
Tendo já sido destacada com várias medalhas, a cerveja Vadia é reconhecida nacional e 
internacionalmente. Atualmente, a microcervejeira dedica-se à produção de uma variada 
gama de cervejas, de diferentes estilos. A gama Original inclui cervejas como a Loira 
(German Pilsner) e Preta (Dark Lager), e a gama Harmonização inclui cervejas como a 
Thartaruga (Indian Pale Ale) e Nautika (Baltic Porter). Produz ainda uma cerveja sem 
álcool, uma gama de Sidras (maçã e pera), e uma gama de cervejas especiais, como a Oak 
Aged Doppelbock (Sour).  
Durante diferentes épocas do ano a cervejeira aposta também em produtos sazonais, 
adequando as suas cervejas a várias ocasiões, assim como produz cervejas de autor em 
colaboração com outras marcas. A marca é comercializada em todo o país e destaca-se pela 
sua irreverência, mas também por ter um produto adaptado ao consumidor português. 
Uma das condicionantes identificadas durante o fabrico de cerveja na empresa é, por 
vezes, a impossibilidade de se conseguir reutilizar em novas fermentações as leveduras 
recuperadas de fermentações anteriores, provavelmente devido à dificuldade em se 
conseguirem condições de armazenamento adequadas. 
Neste contexto, este trabalho foca-se na melhoria do sistema de gestão de leveduras na 
cervejeira, tendo como objetivos otimizar as condições de armazenamento e a 
implementação de procedimentos para avaliação das leveduras recuperadas, e com isso 
aumentar o seu número de reutilizações e economizar recursos. 
1.2. Cerveja – Nota Histórica 
A cerveja é uma bebida ligeiramente alcoólica, obtida pela fermentação de uma mistura 
de cereais, principalmente cevada na forma de malte. A história da cerveja inicia-se há 
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milhares de anos, acompanhando o desenvolvimento da história da humanidade, sendo, no 
entanto, difícil precisar o momento em que esta bebida surge pela primeira vez1. As primeiras 
evidências de produtos fermentados surgem com o desenvolvimento da agricultura, durante 
o período neolítico. Com o aumento da plantação de cereais, a sua fermentação surgiu como 
uma forma de os preservar para estarem disponíveis durante todo o ano, surgindo assim as 
bebidas fermentadas, que iriam dar origem à cerveja 2. 
Os primeiros registos escritos do consumo e produção de cerveja provêm dos povos da 
Mesopotâmia e Egipto, tendo esta representado um papel fundamental nestas sociedades por 
ser considerada uma bebida espiritual utilizada em rituais religiosos e fazendo parte da 
remuneração de trabalhadores2. Com a conquista do Egipto pela Grécia, a produção de 
cerveja foi fortemente regulada, uma vez que os gregos, e mais tarde os romanos, 
consideravam a cerveja uma bebida para os não civilizados, sendo o vinho a sua bebida de 
eleição. Durante a propagação do império Romano pela Europa o vinho continuou a ser 
considerado um produto de luxo, consumido pelas classes altas, sendo a cerveja 
maioritariamente produzida e consumida pelas classes baixas3.  
Entretanto, a cerveja permaneceu popular entre os povos Germânicos e Celtas que 
ocupavam as regiões do norte e leste da Europa. Durante o império romano e com o 
encorajamento da construção de mosteiros, muitos destes locais no norte da Europa 
tornaram-se centros de produção de cerveja. Surgiu assim, no início da Idade Méd ia, a 
produção de cerveja monástica3. A cerveja adquire assim grande importância e é nos 
mosteiros que a sua produção é melhorada, sendo os monges alemães os responsáveis pela 
introdução do lúpulo na receita, conhecido pelas suas propriedades aromáticas e 
conservantes2. Com a época dos descobrimentos surgiram novas rotas de comércio da 
cerveja e relatos das expedições evidenciam a produção de cerveja ou produtos semelhantes 
quer nos continentes Americano como Africano. 
Durante o século XIX, os melhoramentos e descobertas tecnológicas, como a introdução 
da refrigeração e o desenvolvimento de técnicas de pasteurização, mudaram drasticamente 
o processo cervejeiro, permitindo um maior controlo e assim obter produtos padronizados. 
Além disso, o aparecimento da máquina a vapor, assim como a produção, embalamento e 
distribuição em grande escala, permitiram a industrialização da produção de cerveja. A 
expansão das infraestruturas e o desenvolvimento dos caminhos de ferro aceleraram a 
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difusão da cerveja, permitindo tornar-se um produto global e aumentando a sua 
popularidade, sendo atualmente uma das bebidas alcoólicas mais apreciadas3. 
1.3. Processo Cervejeiro 
1.3.1. Matérias p rimas  
As principais matérias primas utilizadas na produção de cerveja são a água, malte de 
cevada, lúpulo e levedura4. Curiosamente, o mais antigo código de alimentos, datado de 
1516 e instituído na Baviera, corresponde ao Reinheitsgebot ou Lei da Pureza da Cerveja, 
que restringia os ingredientes utilizados na cerveja a água, lúpulo e cevada, sendo que o 
papel da levedura ainda não era conhecido na altura2.  
1.3.1.1. Água 
Em termos de volume a água é o principal constituinte da cerveja, influenciando as suas 
características. Esta, para além de ser utilizada como matéria prima, tem também um papel 
relevante em várias etapas do processo cervejeiro, sendo por isso a sua constituição biológica 
e química de importante relevância5. Consequentemente, o tratamento da água é em muitos 
casos necessário. Dependendo se a água utilizada é obtida da rede pública ou de poços 
próprios o tratamento da água tem como objetivos: preencher os requisitos legais, uma vez 
que de acordo com a Organização Mundial da Saúde e a União Europeia, a indústria 
alimentar e das bebidas tem que utilizar água de qualidade potável, obedecendo assim a 
parâmetros químicos, físicos e biológicos, como a constituição microbiológica ou o valor de 
pH; e/ou preencher requerimentos técnicos do processo cervejeiro ou parâmetros de 
qualidade adicionais relativamente à dureza, alcalinidade e constituição iónica, pois estes 
vão ter influência nas características finais do produto2,5. Análises regulares à constituição e 
qualidade da água são recomendadas e obrigatórias no caso de a água ser obtida de poços 
próprios. 
1.3.1.2. Cereais 
Os cereais utilizados na produção de cerveja providenciam os açúcares necessários para 
a fermentação, sendo por isso o seu conteúdo em hidratos de carbono uma importante 
consideração2. A cevada é o cereal mais utilizado não só devido à sua composição química, 
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apresentando um elevado teor de amido, mas também pelo facto da sua casca se manter 
aderente ao grão mesmo após as etapas de maltagem e moagem, importante para formar a 
camada de filtração do mosto, facilitando esta etapa do processo6.  
 
O grão de cevada consiste em cinco partes principais: a região do germe ou embrião, o 
endosperma, o escutelo, a camada de aleurona e as camadas de revestimento (casca) (Figura 
1)5.  
É no endosperma que se encontra a maioria dos polímeros de reserva da planta, 
nomeadamente o amido ((C6H10O5)n), armazenado em grânulos nas células endospérmicas 
e representando cerca de 65% da constituição do grão. Os grânulos de amido, para além de 
uma pequena percentagem de lípidos e proteínas (5% e 0,5%), são constituídos por amilose 
e amilopectina. Ambos são polímeros de glucose com ligações glicosídicas α-1,4, no entanto 
a amilose apresenta estrutura linear, facilitando a sua hidrólise pelas amílases, enquanto que 
a amilopectina apresenta ramificações com ligações glicosídicas α-1,65,6. O conteúdo do 
grão em açúcares simples representa apenas cerca de 2% da sua constituição e a celulose 
representa cerca de 5%. A celulose atua como um elemento estrutural, estando localizada 
exclusivamente na casca do cereal, e apesar de ser um polímero de glucose, é constituída por 
ligações β-1,4, não sendo por isso hidrolisada pelas enzimas presentes no grão e 
consequentemente não tendo influência no substrato fermentativo e nas características da 
cerveja6. As paredes celulares das células do endosperma contêm quantidades consideráveis 
de hemicelulose, nomeadamente β-glucanas (≈80%) e arabinoxilanas (≈20%), que 
influenciam a qualidade do malte e que podem levar a efeitos adversos na cerveja caso não 
sejam hidrolisadas2. Relativamente ao conteúdo proteico do grão, este corresponde a cerca 
de 11% e cerca de um terço deste chega à cerveja final, maioritariamente na forma de 
Figura 1 - Estrutura do grão de cevada (corte transversal). Adaptado de [5]. 
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péptidos e aminoácidos, resultado da fervura e hidrólise por enzimas proteolíticas. Apesar 
de em pequena quantidade, estes têm um efeito na qualidade da cerveja, contribuindo para a 
formação e retenção de espuma e influenciando a turbidez6. O conteúdo lipídico do grão é 
de cerca de 2%, sendo que os lípidos são constituídos por ácidos gordos. Os ácidos gordos 
insaturados têm um papel fundamental na produção de cerveja, pois são necessários para a 
estrutura da parede celular das leveduras e os seus derivados influenciam o sabor da cerveja 
durante o processo de envelhecimento. Os ácidos gordos de cadeia média podem ter um 
efeito negativo na retenção da espuma6. Os grãos de cevada contêm ainda 3% de matéria 
mineral, incluindo importantes compostos inorgânicos como fosfatos, silicatos e sais de 
potássio, essenciais em várias reações da fermentação alcoólica. De referir ainda a presença 
de outras substâncias que, apesar de presentes em pequenas quantidades, têm uma grande 
influência na qualidade da cerveja, no caso dos polifenóis e outras substâncias acídicas, e no 
processo cervejeiro, no caso das vitaminas e enzimas. De facto, a ação das enzimas é 
responsável pelo processo de maltagem e por numerosas transformações que ocorrem 
durante a produção de cerveja6.  
Os grãos de cevada têm de ser transformados em malte antes de poderem ser utilizados 
na produção do mosto de cerveja. O processo de maltagem é talvez a mais antiga 
biotecnologia e consiste na germinação controlada dos grãos de cereais, através da sua 
humidificação, e subsequente secagem (kilning), obtendo-se como produto final o malte. Do 
ponto de vista da produção de cerveja, a maltagem tem como objetivo permitir a síntese e 
desenvolvimento de enzimas, como as α- e β- amílases, que vão hidrolisar o amido e 
proteínas durante estados mais avançados da germinação e durante a brassagem. A secagem 
faz com que a germinação seja interrompida e promove a formação de pigmentos que darão 
cor à cerveja e também aromas e sabores5. Podem ainda ser feitas torras adicionais, com 
diferentes temperaturas, fazendo com que o malte adquira ainda mais pigmentos e 
promovendo a formação de aromas e sabores complexos, obtendo-se maltes especiais, como 
por exemplo o malte Chocolate ou Caramelo (Figura 2)7. Devido à exposição a elevadas 
temperaturas, uma parte das enzimas destes maltes especiais são destruídas e por isso estes 
não podem ser utilizados a 100% numa receita, devendo sempre incluir maltes base como o 
Pilsen ou Munich6. 
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A cevada não é o único cereal utilizado na produção de cerveja, por exemplo o malte de 
trigo e outros cereais podem ser utilizados para produzir cervejas de fermentação alta. É 
também comum a utilização de adjuntos, ou seja, cereais não maltados como o arroz, trigo, 
milho e centeio, adicionados normalmente para reduzir custos ou para conferir determinadas 
características organoléticas à cerveja, como por exemplo a utilização de aveia que devido 
ao seu maior teor proteico confere uma espuma mais persistente6.  
1.3.1.3. Lúpulo 
O lúpulo é o ingrediente responsável pelo amargor da cerveja, tendo influência na sua 
estabilidade biológica, na estabilidade da espuma e também no sabor e aroma. No que ao 
processo cervejeiro diz respeito, o lúpulo são as flores ou cones da planta fêmea Humulus 
lupulus, uma planta trepadeira cujo género pertence à família Cannabaceae. É nas glândulas 
de lupulina presentes no cone que se encontram importantes compostos aromáticos5. A 
composição do lúpulo é influenciada não só pela variedade da planta, mas também pelas 
condições de colheita, armazenamento e processamento6. 
Comercialmente existem duas categorias de lúpulo: os que conferem amargor, ricos em 
resinas, e que são normalmente adicionados no início da fervura do mosto; e os que conferem 
outros aromas e que são adicionados no final da fervura, no whirlpool ou durante a 
maturação5. O processo de adição de lúpulo durante a maturação é conhecido como dry 
hopping enriquecendo a cerveja com óleos altamente voláteis, como o monoterpeno 
mirceno2. A intensidade do lúpulo depende do estilo da cerveja e da marca e pode ser muito 
variável5. 
As substâncias amargas, presentes nas resinas do lúpulo, representam cerca de 18,5% do 
peso seco total do lúpulo. As resinas são constituídas por α-ácidos e β-ácidos, sendo os 
primeiros também conhecidos por humulonas e responsáveis pelo amargor agradável da 
cerveja. Durante a fervura os α-ácidos são convertidos, através de reações de isomerização, 
Figura 2 - Grãos de cevada maltados e com vários graus de torra. Adaptado de [7]. 
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em iso-α-ácidos solúveis em água, os quais correspondem aos compostos presentes na 
cerveja que efetivamente conferem o amargor. Esta isomerização é um dos principais 
objetivos da fervura, sendo que esta deve ocorrer durante um certo intervalo de tempo 
(geralmente 45 minutos) para garantir que a reação ocorra. O potencial de amargor dos 
diferentes lúpulos é expresso em unidades internacionais de amargor ou IBU (International 
bitterness unit)5. 
Os óleos essenciais presentes no lúpulo representam cerca de 0,5% do seu peso seco total 
e são responsáveis pelos seus aromas característicos5. Devido ao seu baixo ponto de ebulição 
estas substâncias são extremamente voláteis e é por isso que quando se quer manter estes 
aromas na cerveja pelo menos uma parte do lúpulo é adicionada em fases mais tardias do 
processo6. Aproximadamente 300 compostos diferentes podem contribuir para o perfil 
aromático do lúpulo e estes variam com a variedade da planta. Os principais óleos presentes 
no lúpulo são o humuleno (aroma herbal e amadeirado), o cariofileno (aroma picante), o 
linalol (aroma cítrico) e o mirceno e farneceno (aromas florais). Alguns óleos podem ter um 
impacto negativo na cerveja ao contribuir para off-flavours5. 
Aproximadamente 3,5% do peso seco total do lúpulo é constituído por polifenóis, numa 
mistura de taninos, flavonoides, catequinas e antocianinas. Estes têm importantes 
propriedades para a cerveja, contribuindo para a turbidez, estabilidade, cor e sabor 
adstringente6. Os polifenóis de baixa massa molecular, presentes em maior quantidade nos 
lúpulos aromáticos, são antioxidantes naturais que evitam a oxidação da cerveja, 
contribuindo para a sua estabilidade. Os polifenóis de alta massa molecular têm uma maior 
influência na cor e sabor da cerveja, podendo causar uma acidez adstringente, assim como 
na turbidez, uma vez que reduzem a estabilidade coloidal2.   
O lúpulo é ainda constituído por proteínas, minerais e celulose8. No processo cervejeiro 
o lúpulo pode ser utilizado na sua forma natural (Figura 3), utilizando-se diretamente a flor, 
ou numa forma processada, como em extrato líquido ou em forma de pellets (Figura 4)6. Os 
pellets consistem em lúpulo desidratado, triturado e posteriormente compactado e são a 
forma mais utilizada, pois têm a vantagem de ter uma composição mais consistente e 
padronizada, assim como são mais fáceis de armazenar e manusear5,6. Os pellets devem ser 
armazenados a baixas temperaturas, para evitar a diminuição do amargor e das resinas, e 
devem ser selados, evitando a exposição ao oxigénio que pode levar à oxidação de 
compostos de interesse6. 
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1.3.1.4. Leveduras 
A levedura é um fungo unicelular, que se reproduz vegetativamente por gemulação e é 
um organismo anaeróbio facultativo obtendo a energia necessária ao seu metabolismo 
através da respiração ou fermentação, dependendo da presença ou não de oxigénio e das 
condições nutricionais em que se encontra2,6. A levedura é crítica para o processo cervejeiro, 
pois é a responsável por fermentar os açúcares presentes no mosto em etanol e dióxido de 
carbono, e tem também uma enorme influência no sabor e carácter da cerveja, resultado do 
seu metabolismo6,9.  
Morfologicamente a levedura tem forma de oval a redonda e é constituída por cerca de 
75% de água. A composição do seu peso seco total varia, sendo que é composta por 45-60% 
de proteínas, 25-35% de hidratos de carbono, 4-7% de lípidos e 6-9% de minerais6. 
No processo cervejeiro as leveduras utilizadas são do género Saccharomyces e as várias 
espécies reconhecidas são divididas em dois tipos: as leveduras Ale, ou de alta fermentação, 
como a S. cerevisiae, e as leveduras Lager, ou de baixa fermentação, como a S. pastorianus. 
As maiores diferenças entre estes dois tipos de leveduras residem na sua capacidade 
fermentativa, taxa de utilização de açúcares, tipo de floculação e no seu perfil de compostos 
voláteis. As leveduras Ale produzem cervejas com sabor mais frutado, devido à maior 
produção de ésteres, enquanto que as leveduras Lager produzem cervejas com um aroma 
mais simplificado e parcialmente sulfuroso. Morfologicamente as diferenças entre estes dois 
tipos de leveduras são poucas, sendo apenas distinguidas microscopicamente devido às suas 
características de gemulação: as leveduras Lager tendem a separar-se da célula mãe e 
encontram-se isoladas ou aos pares, enquanto que as leveduras Ale, predominantemente,  
mantêm-se juntas com o progenitor formando um cluster de células2. Fisiologicamente as 
diferenças já são mais evidentes: as leveduras Lager são capazes de hidrolisar a melibiose 
Figura 3 - Lúpulo fresco. Figura 4 - Lúpulo na forma de 
pellets. 
 9 
 
(dissacarídeo de glucose e galactose) e assim utilizar os seus açúcares na fermentação, mas 
as leveduras Ale não sintetizam a melibiase (α-galactosidase), a enzima responsável por 
hidrolisar a ligação glicosídica α-1,6 entre a glucose e galactose9; também as leveduras Lager 
utilizam de forma mais eficiente a maltotriose e o seu sistema de transporte da frutose difere 
do das leveduras Ale2. Na produção de cerveja as diferenças entre os dois tipos de leveduras 
são importantes na gestão do processo: as leveduras Lager fermentam mais lentamente, a 
temperaturas mais baixas (entre os 7 e 15 °C) e acumulam-se no fundo da cuba de 
fermentação; já as leveduras Ale fermentam a temperaturas mais altas (entre os 18 e 25 °C) 
e acumulam-se na espuma que normalmente se forma no topo da cuba2,9.  
Apesar das leveduras do género Saccharomyces serem as mais amplamente utilizadas, 
alguns tipos de cerveja podem ser produzidos com outras leveduras. As cervejas Lambic são 
produzidas através de fermentação espontânea pela sua exposição a leveduras selvagens e 
consequentemente bactérias, resultando num perfil de sabores totalmente diferente2.  
O metabolismo das leveduras é complexo devido à multiplicidade de fontes de carbono 
e energia que podem existir no ambiente em que estas se encontram. As fontes podem ser 
polióis, álcoois, ácidos orgânicos e aminoácidos, mas a levedura preferencialmente 
metaboliza açúcares. O metabolismo dos hidratos de carbono e energia estão assim 
intimamente ligados: a energia química, em forma de ATP, é obtida através da oxidação de 
moléculas orgânicas e essas mesmas moléculas podem também servir como fontes de 
carbono para a biossíntese. Os substratos preferidos da levedura são a glucose e frutose, 
sendo que as primeiras etapas do metabolismo dos hidratos de carbono consistem na 
hidrólise de moléculas mais complexas nas suas unidades monossacarídicas10. 
 Na presença de oxigénio e sob condições de baixa concentração de glucose, as leveduras 
obtêm a energia necessária ao seu metabolismo e crescimento através da respiração aeróbia. 
A primeira etapa deste processo é a glicólise, que ocorre no citoplasma e consiste numa série 
de reações que levam à oxidação da glucose em duas moléculas de piruvato (Figura 5a). Os 
piruvatos produzidos migram para a matriz mitocondrial, onde reagem de imediato com a 
coenzima A, produzindo acetilcoenzima A (acetil-CoA) e CO2. As moléculas de acetil-CoA 
entram no ciclo de Krebs (Figura 5b), onde sofrem oxidação, formando-se coenzima A 
intacta e CO2. Simultaneamente ocorre a fosforilação oxidativa, onde ocorre a reoxidação 
das moléculas de NADH e FADH2, através da transferência de eletrões até a um aceitador 
final, o O2, formando-se água. As transferências de eletrões processam-se com libertação de 
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energia, utilizada para a biossíntese de ATP, através da fosforilação do ADP. A respiração 
aeróbia é o processo mais eficaz, obtendo-se uma maior quantidade de energia a partir de 
uma molécula de glucose, uma vez que esta é totalmente degradada em CO2 e água com um 
rendimento total de 38 moléculas de ATP6,9: 
 
No entanto, existem alturas e ambientes em que o oxigénio é limitado, levando a que a 
levedura altere o seu metabolismo de aeróbio para anaeróbio, o que acontece por exemplo 
durante o processo de fermentação da cerveja. A primeira etapa da fermentação (glicólise) é 
comum à respiração, uma vez que é independente da presença de oxigénio, sendo a única 
etapa da fermentação em que há formação de ATP. No caso da fermentação alcoólica, as 
moléculas de piruvato formadas na glicólise mantêm-se no citoplasma, onde são convertidas 
em CO2 e acetaldeído, que é depois reduzido a etanol (Figura 5c). A quantidade de energia 
obtida pela levedura durante a fermentação é muito menor (2 moléculas de ATP por 
molécula de glucose oxidada), uma vez que o etanol possui ainda um grande potencial 
energético6: 
C6H12O6 + 6O2  6H2O + 6CO2 + 38ATP 
C6H12O6    2C2H5OH + 2CO2 + 2ATP 
Figura 5 -Entrada de açúcar, oxigénio, azoto e minerais na levedura. Libertação de etanol, CO2 e de 
compostos aromáticos e de sabor. a) Glicólise. b) Fases da respiração aeróbia até ao ciclo de Krebs. c) 
Fermentação alcoólica. Adaptado de [9]. 
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Por uma questão de eficiência energética a levedura realiza a respiração aeróbia e prefere 
não produzir etanol, produzindo-o apenas em condições especiais, como no caso de altas 
concentrações de açúcares e baixas concentrações de oxigénio9. De facto, na presença de 
altas concentrações de açúcares, e mesmo havendo oxigénio disponível, as leveduras têm 
tendência a fermentar em vez de respirar, fenómeno conhecido como efeito Crabtree. Este 
fenómeno é importante para a produção cervejeira, pois o mosto contém sempre 
concentrações de glucose acima dos 0,4%, quantidade necessária para que ocorra este 
fenómeno, o que significa que a fermentação decorrerá mesmo na presença de oxigénio, 
resultando sempre na produção de etanol2,11. 
A levedura é comercializada em forma líquida e desidratada. Atualmente a levedura 
desidratada é mais utilizada, pois para além de ser mais económica, é também mais fácil de 
manusear, pois não há necessidade de preparar um starter, tem uma validade mais longa e 
resiste mais a variações de temperatura12. Dependendo da sua dimensão e necessidades, a 
indústria cervejeira pode ter as suas próprias culturas de levedura em laboratório, fazer 
propagação e/ou recuperar e reutilizar leveduras. 
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1.3.2. Processo Produtivo 
A produção de cerveja envolve uma série de processos e técnicas que visam a 
transformação das matérias-primas no produto final. Apesar do processo poder variar em 
alguns aspetos, devido ao estilo de cerveja que se pretende produzir ou até pelas próprias 
condições da cervejeira, segue um padrão geral (Figura 6). Algumas etapas, como a filtração 
e pasteurização, podem ser opcionais, dependendo do objetivo do cervejeiro e do próprio 
consumidor final. 
Lúpulo 
Dreche 
Oxigénio 
Levedura 
Trub 
Levedura 
Malte   
 Água 
Figura 6 - Fluxograma representativo do processo de produção 
de cerveja, incluindo entrada de matérias-primas, etapas do 
processo e saída de subprodutos. 
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1.3.2.1. Moagem 
A moagem consiste na decomposição mecânica dos grãos maltados, reduzindo o seu 
tamanho. Esta etapa tem como objetivos tornar o amido presente no endosperma mais 
acessível, facilitando a sua hidratação, e aumentar o rendimento de extração de enzimas e 
substratos para facilitar a sua hidrólise6,13. Desta forma, a moagem deve ser realizada em 
condições que permitam extrair o máximo possível do interior do grão, mas também 
preservar o mais intacto possível as cascas do grão2. A preservação das cascas vai permitir 
que estas formem uma camada de filtração no processo de separação do mosto13, tornando 
o bolo de filtração (dreche) mais permeável. Se os grãos forem excessivamente moídos a 
porosidade do bolo de filtração diminui, reduzindo assim a sua permeabilidade e aumentando 
os tempos de filtração e a necessidade de soltar o bolo de forma mecânica2. 
A moagem pode ser realizada a seco ou húmida, sendo que no segundo caso o malte é 
humidificado para tornar as cascas do grão mais elásticas e consequentemente mais 
resistentes4. Os tipos de moinhos mais utilizados são os moinhos de rolos, que quebram os 
grãos ao forçar a sua passagem pelo espaço entre os rolos, e os moinhos de martelo, que 
esmagam os grãos ao empurrá-los contra uma placa2,4.  
1.3.2.2.  Brassagem 
A etapa de brassagem consiste na solubilização dos componentes do malte através de 
processos enzimáticos, químicos e mecânicos, obtendo-se o extrato conhecido como mosto 
cervejeiro2,4. As substâncias presentes no malte moído são apenas parcialmente solúveis, 
sendo que a sua conversão em substâncias solúveis durante a etapa de brassagem é 
fundamental, uma vez que apenas essas passam para o mosto e consequentemente para a 
cerveja6.  
A brassagem inicia-se pela junção do malte moído com água, que vai ativar e estimular 
as enzimas presentes no malte a hidrolisarem o amido em açúcares fermentescíveis, as 
proteínas em péptidos e aminoácidos e os lípidos em ácidos gordos livres e esteróis5.  A 
absorção de água pelos grânulos de amido e o aumento da temperatura vão também permitir 
a gelatinização do amido que fica assim mais exposto à ação das enzimas6. 
Através da manipulação do perfil de temperaturas e os períodos em cada temperatura, o 
cervejeiro tem a capacidade de influenciar a composição e a eficiência com que ocorre a 
extração do malte. O processo de brassagem vai assim influenciar as características e 
conteúdo do mosto e consequentemente da cerveja, desde o seu conteúdo alcoólico até à sua 
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cor e corpo4. Para atingir os vários patamares de temperatura existem dois métodos: a 
infusão, em que a totalidade do volume de brassagem é aquecido até às temperaturas 
pretendidas (rampas de temperatura); e a decocção, em que parte do volume de brassagem é 
movido para um recipiente diferente, aquecido até à fervura e depois bombeado de volta ao 
recipiente original de forma a que ao misturar-se com a totalidade do volume de brassagem 
se atinja a temperatura pretendida4.   
Os patamares de temperatura podem variar de acordo com o tipo de cerveja que se 
pretende produzir, mas de uma forma geral seguem determinados intervalos (Figura 7). 
Assim, inicialmente aplica-se uma temperatura entre 45-52 °C para estimular a atividade das 
protéases e glucanases que vão hidrolisar as proteínas e β-glucanas respetivamente. De 
seguida aumenta-se gradualmente a temperatura até aos 62-65 °C estimulando a atividade 
das α e β- amílases e a consequente liquefação e sacarificação do amido4,5. A α-amílase é 
uma endo-amílase que hidrolisa ligações glicosídicas α-1,4 da amilose e amilopectina de 
forma aleatória, reduzindo assim o tamanho destas cadeias de polissacarídeos. Já a β-amílase 
é uma exo-amílase que hidrolisa a penúltima ligação glicosídica α-1,4 da cadeia no terminal 
não redutor, libertando assim maltose, maltotriose e dextrinas5,14. A temperatura pode ainda 
ser aumentada até aos 70-75 °C, temperatura ótima para a α-amílase, que é assim mais ativa. 
Com o aumento da atividade da α-amílase, aumenta consequentemente a atividade da β-
amílase, pois esta passará a ter um maior número de terminais não redutores para atacar4,14. 
Por fim a temperatura é aumentada até aos 78 °C para finalizar o processo de brassagem ao 
terminar as reações devido à inativação das enzimas4,5. 
Figura 7 - Exemplo de um perfil de temperaturas típico de um programa de brassagem por 
infusão. Adaptado de [5]. 
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1.3.2.3. Separação do Mosto 
Após o processo de brassagem o mosto tem que ser separado dos resíduos sólidos e 
insolúveis (dreche). Este é um processo de filtração que tem como objetivo recuperar o 
máximo de extrato possível. Inicialmente separa-se o mosto da dreche (“primeiro” mosto, 
mais concentrado) e de seguida fazem-se uma ou várias lavagens com água a uma 
temperatura elevada para extrair compostos que possam ter ficado adsorvidos aos restos 
sólidos do grão (“segundo” mosto, menos concentrado), aumentando assim o rendimento da 
produção6. 
Os resíduos sólidos obtidos deste processo (dreche) são um subproduto com um grande 
volume e que continua a ter valor. Além de ser rico em fibra e proteínas e por isso poder ser 
aproveitado para rações animais, o seu potencial como fonte de compostos bioativos tem 
vindo a ser estudado com o intuito de poder ser utilizado em produtos para consumo humano. 
Isto é vantajoso não só para o cervejeiro, que vê um subproduto da sua indústria valorizado, 
mas também de uma perspetiva ambiental, uma vez que a reutilização e reciclagem de 
resíduos e subprodutos tem atualmente uma enorme importância15. 
1.3.2.4. Fervura 
Uma vez obtido o mosto, este é fervido durante cerca de 50-60 minutos com 4-6% de 
evaporação4,5. Esta é uma etapa em que vários processos importantes ocorrem e é também 
aqui que o lúpulo é adicionado6. 
Um dos objetivos da fervura passa pela extração e isomerização dos α-ácidos do lúpulo. 
Os iso-α-ácidos são amargos e solúveis no mosto, enquanto que os α-ácidos não, daí a 
importância da sua isomerização5,6. Para que este processo ocorra é necessário manter uma 
temperatura elevada durante um determinado período de tempo, daí que a adição dos lúpulos 
que conferem amargor deve ser feita no início da fervura4. 
Durante a fervura ocorre a formação de complexos proteína-polifenóis, assim como a sua 
desnaturação, coagulação e precipitação, importantes para a estabilidade coloidal da cerveja, 
clarificação e sabor. No entanto, deve haver um equilíbrio, uma vez que é necessário manter 
uma certa concentração de proteína, importante para a estabilidade da espuma4. A fervura 
tem também uma influência no desenvolvimento de aromas e cor, uma vez que nesta fase 
ocorrem intensamente reações de Maillard (reação entre resíduos de proteína e açúcares 
redutores) resultando na produção de vários compostos de aroma voláteis e não voláteis e 
pigmentos, mais concretamente melanoidinas. Também os produtos das reações de 
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caramelização de açúcares e oxidação de polifenóis têm uma influência na cor4. Com o 
processo de fervura o mosto vai ficar mais concentrado, devido à evaporação de água, e com 
um pH ligeiramente mais acídico, devido à formação de melanoidinas e à adição de lúpulo4,6. 
A fervura é também extremamente importante para a estabilidade e composição do 
mosto, uma vez que vai terminar qualquer atividade enzimática e microbiológica que possa 
ter persistido depois do processo de brassagem, ou seja, funciona como uma forma de 
esterilização5. Outro processo indispensável é a evaporação e remoção de compostos voláteis 
indesejáveis, especialmente o dimetilsulfureto, que deixa a cerveja com um aroma e sabor a 
vegetais, mas também outros como o mirceno proveniente do lúpulo, os produtos de 
degradação lipídica e alguns produtos provenientes das reações de Maillard, como o 
furfural2,6. 
Os parâmetros do processo de fervura devem ser cuidadosamente controlados, para evitar 
que esta etapa possa ter um impacto negativo na qualidade da cerveja, levando 
nomeadamente à perda de compostos de interesse ou formação de compostos indesejáveis. 
Para isso algumas medidas podem ser tomadas, como por exemplo evitar tempos longos de 
aquecimento/arrefecimento, reduzir o tempo de fervura, reduzir a temperatura de fervura, 
etc4. 
Existem diversos sistemas e equipamentos para a realização desta etapa, sendo que 
atualmente o investimento e desenvolvimento incide naqueles que permitem uma redução 
do consumo energético4. 
1.3.2.5. Clarificação e Arrefecimento do Mosto 
Depois da fervura é necessário eliminar o trub, que consiste nos restos de lúpulo e 
compostos insolúveis do mosto (como os agregados de polifenóis e proteínas) de forma a 
garantir estabilidade coloidal e de sabor, assim como para evitar bloquear o permutador de 
placas durante o arrefecimento do mosto. Várias técnicas podem ser utilizadas desde a 
filtração, centrifugação e sedimentação. A forma mais fácil e económica de o fazer é através 
da sedimentação, que pode ser feita num tanque ou no Whirlpool4.  
Uma vez que as leveduras apenas sobrevivem e fermentam a baixas temperaturas, o 
mosto deve ser arrefecido antes de se iniciar o processo de fermentação, o que pode ser feito 
pela utilização de um permutador de placas. O processo de arrefecimento representa um risco 
microbiológico e por isso deve ser feito o mais rapidamente possível6. Durante este processo, 
com a diminuição da temperatura, alguns compostos do lúpulo tornam-se insolúveis (cold 
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trub) o que pode influenciar a turbidez e o rendimento da fermentação. Assim, dependendo 
de vários fatores como a receita e o estilo da cerveja, o cervejeiro deve decidir se é necessário 
retirar ou não o trub, que de qualquer forma não deve ser removido na totalidade ou a cerveja 
pode perder sabor2,6. 
Depois de arrefecido, o mosto deve também ser arejado para que as leveduras tenham o 
oxigénio necessário à síntese de ácidos gordos, o principal constituinte das membranas 
celulares e sem os quais as leveduras não se reproduzem. O oxigénio fornecido é 
rapidamente processado pela levedura e vai permitir inicialmente o crescimento celular e 
assim, posteriormente, um melhor rendimento da fermentação6.  
1.3.2.6. Fermentação e Maturação 
É durante a etapa de fermentação que os açúcares presentes no mosto são consumidos 
pelas leveduras para a obtenção da energia necessária ao seu crescimento, produzindo 
simultaneamente etanol e dióxido de carbono. Durante este processo ocorre também a 
formação de subprodutos que vão ter uma grande influência no sabor, aroma e outras 
características da cerveja2,6,9.  
É fundamental criar as condições ideais para as leveduras processarem o mosto da forma 
que convém à produção da cerveja, pois a sua qualidade é determinada pela levedura e o seu 
metabolismo. Apesar de normalmente o mosto preencher os requisitos nutricionais da 
levedura, é preciso ter em conta que pode ser necessário suplementar com algum elemento 
que esteja em carência6. O zinco, por exemplo, é fundamental na ativação da síntese de 
proteínas e crescimento das leveduras, e por vezes não está presente em concentrações 
suficientes nos mostos obtidos puramente de malte, sendo o sulfato de zinco muito utilizado 
na produção artesanal9,13. 
O processo de fermentação inicia-se pela inoculação da levedura no mosto previamente 
arrefecido à temperatura ideal para o seu metabolismo e devidamente arejado2. No processo 
cervejeiro utiliza-se geralmente levedura do género Saccharomyces. A levedura uma vez 
ambientada, passa por sucessivas fases, que apesar de não terem um início e fim distinto e 
na maioria das vezes se intercalarem, servem como referência para perceber o processo. 
Primeiro ocorre a fase de latência (fase lag) em que a levedura ativa o seu metabolismo e 
inicia o consumo do oxigénio e nutrientes existentes, multiplicando-se e criando reservas de 
glicogénio9. A levedura passa depois à fase de crescimento exponencial (fase logarítmica), 
em que esta se encontra extremamente ativa, devido à presença de altas concentrações de 
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nutrientes em forma de açúcares fermentescíveis6. O consumo de açúcares é feito numa 
ordem preferencial: primeiro a levedura consome os açúcares simples começando pela 
glucose e seguida da frutose; depois é consumida a maltose, que é o açúcar mais abundante 
no mosto e cuja fermentação é responsável pelo desenvolvimento de vários sabores 
característicos da cerveja; e por fim consome a maltotriose9. A fase logarítmica é a fase mais 
importante da fermentação, pois o sabor do mosto vai desaparecer e vários parâmetros da 
qualidade da cerveja vão ser determinados pelo metabolismo das leveduras6. Durante esta 
fase a levedura multiplica-se exponencialmente e produz etanol e outros compostos de sabor. 
Ocorre também produção de CO2 em grande volume criando uma camada de espuma na 
superfície da cerveja9. Assim que o oxigénio é consumido na sua totalidade, a levedura limita 
a formação das suas reservas energéticas à fermentação e à medida que os açúcares se vão 
esgotando o seu metabolismo vai desacelerando6. A levedura entra por fim numa fase 
estacionária: o seu crescimento é muito lento, as concentrações de etanol e CO2 presentes no 
meio atuam como tóxicas inibindo as leveduras e estas começam a flocular6,9. A floculação 
é um fenómeno de agregação das leveduras e sua consequente sedimentação2. 
É durante a fase estacionária que ocorre a maturação da cerveja que tem como objetivos 
a sedimentação das leveduras, o melhoramento da estabilidade coloidal e da espuma da 
cerveja, a saturação com CO2, a reabsorção de compostos de aroma indesejáveis e excreção 
de compostos desejáveis que dão corpo e aroma à cerveja4.   
Como já referido, para além do etanol e CO2 produzidos no metabolismo dos hidratos de 
carbono, diversos subprodutos são formados por vias metabólicas secundárias durante a 
fermentação2. Uma parte destes compostos vai influenciar o aroma e sabor da cerveja como 
o diacetilo, aldeídos, ésteres, compostos de enxofre e álcoois superiores. Alguns destes 
compostos, como os ésteres e os álcoois superiores, são desejáveis, aumentando a 
complexidade das características organoléticas da cerveja4,6. A sua presença em 
determinadas concentrações é essencial para se obter uma cerveja de qualidade. Por outro 
lado, os compostos como o diacetilo, aldeídos (por exemplo o acetaldeído) e compostos de 
enxofre, mesmo em pequenas quantidades, traduzem-se em sabores e aromas indesejáveis6. 
Estes compostos são reabsorvidos pela levedura, e assim eliminados da cerveja, durante o 
processo de maturação, sendo que é de extrema importância que esta etapa não seja 
encurtada ou eliminada6,9. A eficácia da maturação vai também depender de fatores como o 
pH, temperatura e aeração. 
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1.3.2.7. Filtração, embalamento e pasteurização 
Se a cerveja produzida for servida imediatamente ou num curto espaço de tempo, a 
estabilidade do produto não é uma preocupação. No entanto, se a cerveja for transportada e 
houver a necessidade de manter as caraterísticas do produto por um período mais longo, a 
sua estabilidade tem de ser garantida6.  
Uma vez maturada, a cerveja pode ser filtrada, dependendo se o objetivo é obter um 
produto clarificado ou não. Alguns produtores artesanais preferem manter um certo nível de 
turbidez nas suas cervejas. No entanto, a filtração ajuda na preservação das características 
físicas da cerveja ao eliminar os materiais suspensos e aumentando a sua estabilidade, 
evitando a formação de turbidez. A filtração pode ser mais ou menos extensa dependendo 
do mecanismo utilizado e do tamanho dos poros do filtro/membrana2. 
A cerveja pode ser embalada em barris, garrafas e/ou latas, de acordo com o objetivo do 
produtor e/ou preferência do consumidor. Uma vez embalada a cerveja pode ou não ser 
pasteurizada, dependendo de como e quando será consumida, como já referido. 
A pasteurização da cerveja garante a estabilidade microbiológica do produto, uma vez 
que elimina os microrganismos que poderão estar presentes através do calor. Este é um 
processo importante, uma vez que no caso de existir contaminação a segurança e qualidade 
do produto será colocada em causa. No entanto, ao expor o produto 
 a altas temperaturas é necessário ter em consideração que algumas características da 
cerveja podem ser alteradas por ação do calor6. 
1.4. Gestão de Leveduras 
De uma forma geral, cada fermentação gera levedura em quantidade suficiente para ser 
utilizada em duas ou mais fermentações subsequentes. Algumas culturas de leveduras podem 
ser utilizadas inúmeras vezes, mas o mais comum é que sejam introduzidas novas culturas 
periodicamente para substituir o stock existente16.  
A frequência com que as novas culturas são introduzidas é uma decisão que compete ao 
cervejeiro, uma vez que não existem regras definidas. O critério pode ser, por exemplo, o 
número de gerações de levedura. Pode também ser utilizado o critério de que enquanto uma 
cultura mantiver uma boa performance na fermentação e estiver livre de contaminação é 
utilizada. Neste caso devem ser utilizados métodos para avaliar a condição fisiológica das 
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leveduras, como testes de viabilidade (percentagem de células vivas) e vitalidade (atividade 
metabólica)9,16. 
1.4.1. Propagação de Leveduras  
A propagação de leveduras consiste no processo pelo qual uma determinada estirpe de 
levedura é submetida a condições adequadas ao seu crescimento, de forma a aumentar o 
número de células e atingir quantidades suficientes para fermentar determinado volume de 
mosto17. Apesar de ser um processo relativamente simples, as necessidades de sanitização e 
oxigénio são elevadas quando comparado com a produção de cerveja9.  
É importante ter culturas novas de leveduras propagadas no caso de ser necessário 
substituir as que estão em uso, uma vez que sucessivas recuperações e inoculações levam à 
sua deterioração17. Isto é importante por várias razões:  garantir que se tem uma cultura de 
identidade e qualidade conhecidas, assim como uma cultura pura e livre de microrganismos 
contaminantes; remediar alterações metabólicas, morfológicas e/ou genéticas que podem 
ocorrer em leveduras sucessivamente recuperadas, devido a mutações causadas pelo 
envelhecimento das culturas e pelo stress alcoólico, e assim prevenir problemas de 
fermentação16. 
O processo de propagação divide-se em duas etapas: propagação em laboratório e 
propagação na cervejeira. Em ambas as etapas o crescimento microbiano é favorecido, sendo 
necessário por isso preencher vários requisitos, como uma boa higienização, oxigenação 
suficiente para manter um ambiente aeróbio (incluindo agitação) e fornecimento de 
nutrientes, de forma a obter levedura em quantidade suficiente e em boas condições 
fisiológicas16,17.  A primeira etapa tem como objetivo gerar uma cultura pura e em quantidade 
adequada para ser utilizada na etapa de propagação na cervejeira. Para isso culturas puras 
armazenadas em placa ou azoto líquido são inoculadas em volumes sucessivamente maiores 
até se atingirem os 20-25 L (usualmente em frascos de Carlsberg) 9,16,17. Na etapa na 
cervejeira os sistemas de propagação normalmente consistem em um a quatro reatores 
industriais, com fatores de scale up adequados à quantidade final de levedura que se pretende 
produzir16. 
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1.4.2. Recuperação e Reutilização de Leveduras  
A recuperação de leveduras consiste na recolha de leveduras de um lote de cerveja, após 
a fermentação, para que sejam utilizadas na produção de um novo lote18. Idealmente as 
leveduras são recolhidas e transferidas diretamente para o novo lote de cerveja a ser 
fermentado, mas caso isso não seja possível, devem então ser armazenadas em condições 
adequadas2,9. 
Para além desta ser uma prática que permite à cervejeira economizar recursos, as 
leveduras recuperadas têm índices de produtividade maiores quando comparado com as 
leveduras recém propagadas. Isto deve-se ao facto de as leveduras recuperadas terem uma 
fase de latência mais curta, ou seja, são capazes de se dividir mais rapidamente, diminuindo 
assim o tempo para atingir a atenuação final, como também apresentam uma floculação mais 
eficiente19. A atenuação consiste na percentagem de açúcares fermentescíveis do mosto que 
foram de facto consumidos pela levedura durante o processo de fermentação. 
1.4.2.1. Recolha de Leveduras 
A levedura para ser reutilizada é normalmente recolhida uma vez que a fermentação 
esteja terminada. É prática comum, no entanto, descartar uma parte da levedura a meio do 
processo de fermentação, de forma a separar a cerveja da levedura que floculou cedo demais 
e que contém uma grande quantidade de células mortas e de trub9.  
Há duas localizações no fermentador onde a levedura se acumula em quantidade 
suficiente para ser recolhida: no topo e no fundo, dependendo se se trata de levedura Ale ou 
Lager, respetivamente. A recolha do topo do fermentador permite obter leveduras com 
elevada vitalidade, viabilidade e com menos detritos. No entanto, atualmente a maioria das 
cervejeiras utiliza fermentadores cilindro-cónicos que impedem o acesso ao topo, sendo a 
recolha no fundo a norma. Eventualmente, mesmo as leveduras Ale, acabam por sedimentar, 
formando uma espécie de lama (yeast slurry) e acumulando-se no fundo cónico do 
fermentador, onde é possível fazer a sua recolha através de uma válvula. Essa válvula deve 
ser devidamente higienizada e devem ser estabelecidas as conexões necessárias para que a 
levedura chegue ao recipiente coletor. Ao sedimentar, as leveduras acabam por se misturar 
com células mortas e detritos (trub) e sofrem uma pressão adicional (por exemplo pressão 
hidrostática).  A recolha deve então ser feita o mais rapidamente possível, normalmente entre 
um a dois dias depois de se iniciar o arrefecimento da cerveja9. 
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A lama de leveduras sedimentada forma três camadas distintas (Figura 8), sendo a 
camada intermédia aquela que se pretende recolher, uma vez que é constituída por leveduras 
nem muito nem pouco floculantes, que atenuam completamente e pouco envelhecidas (com 
poucas cicatrizes de gemulação)2,9,19. A distinção das três camadas é feita de forma empírica: 
ao recuperar a levedura começa-se por descartar a camada inferior e assim que se verificar 
uma alteração na cor e aspeto da lama (cor mais clara e consistência mais cremosa) estamos 
perante a camada de interesse9.  
 
1.4.2.2. Armazenamento de Leveduras Recuperadas 
Caso não seja possível reutilizar a levedura de imediato, esta deve ser tratada e 
armazenada de forma a preservar a sua qualidade2. A levedura é um organismo vivo que 
quando sedimenta entra num estado de latência e é nesse estado de metabolismo reduzido 
que a queremos armazenar, para que as suas reservas de nutrientes sejam mantidas até esta 
ser inoculada de novo2,9. 
O recipiente utilizado para armazenar a lama de levedura deve ser utilizado apenas com 
esse fim e ser de um material facilmente lavável (idealmente esterilizado) para evitar 
contaminações bacterianas e/ou com leveduras selvagens. A tampa/rolha do recipiente deve 
permitir um certo grau de ventilação para que não haja acumulação de CO2 e consequente 
aumento da pressão. Os recipientes devem ser devidamente rotulados (estirpe, data de 
recolha, etc) e é necessário manter documentado o procedimento seguido para a 
recuperação9. 
O meio ideal para armazenar a levedura depende de vários fatores: se esta for reutilizada 
rapidamente e a cerveja onde se encontra não ultrapassar os 6% de volume de álcool, então 
Figura 8 - Camadas da lama de levedura após sedimentação no fundo cónico do fermentador. Adaptado de [9]. 
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esse será o melhor meio; se for armazenada por um tempo mais prolongado e o volume de 
álcool for superior a 6%, então deve ser armazenada em água destilada e esterilizada9. 
A levedura deve ser armazenada a uma temperatura entre 1-4°C, num espaço limpo e 
designado apenas para esse propósito2,9. Os recipientes devem ser relativamente pequenos 
ou não estarem demasiado cheios para garantir que a temperatura ideal é atingida no ponto 
crítico9. 
Idealmente a levedura deve ser reutilizada em 1-7 dias, mas podem considerar-se 
intervalos de tempo mais prolongados se o armazenamento for adequado e no frio (1-2°C). 
No entanto, não há maneira de saber a condição real da levedura sem testar a viabilidade, 
vitalidade e pureza9. 
1.4.3. Avaliação da Viabilidade e Vitalidade de Leveduras  
Quanto mais tempo estiver uma levedura armazenada, maior a importância de testar se 
esta se encontra saudável e ativa o suficiente para fermentar. Outros fatores, para além do 
armazenamento, podem afetar a qualidade da levedura, como a própria estirpe, o estilo de 
cerveja fermentada anteriormente, contaminação, etc. Se a propagação, recolha, 
armazenamento e reutilização forem feitas de forma adequada, é possível obter 5-10 
gerações de levedura de boa qualidade por cada propagação9,13. 
A qualidade da levedura é definida pela sua pureza, estabilidade e condição fisiológica, 
sendo a sua avaliação um problema para os cervejeiros, uma vez que é difícil definir e 
quantificar os vários estados fisiológicos20. Uma forma de o fazer é monitorizar a viabilidade 
e vitalidade das leveduras.  
O termo viabilidade refere-se à levedura estar viva ou morta e é expressa em percentagem 
de células vivas numa determinada população. Se todas as células de uma população 
estiverem vivas, quer dizer que esta é 100% viável9. No entanto, a progressão de células 
vivas e saudáveis para células mortas envolve a transição por vários estados fisiológicos e 
por isso a avaliação da vitalidade é de extrema importância20.  
A vitalidade refere-se ao estado de saúde e vigor das leveduras vivas, sendo uma medida 
da sua atividade metabólica13. O desempenho das leveduras durante a fermentação está 
diretamente relacionado com a sua vitalidade. Se uma cultura de leveduras é saudável, forte 
e pronta para fermentar tem alta vitalidade. Enquanto que baixa viabilidade pode ser 
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compensada ao se utilizar uma maior quantidade de levedura, não se consegue compensar 
baixa vitalidade9.   
Através de uma análise macroscópica da lama de levedura, como alterações na sua cor e 
cheiro, é possível ter uma indicação de morte celular e/ou contaminação. Se se quiser 
confirmar uma possível contaminação é necessário realizar um painel de testes 
microbiológicos, tendo estes que ser feitos 3-5 dias antes da utilização da levedura uma vez 
que se tratam de testes morosos9. 
1.4.3.1. Avaliação da Viabilidade 
O método microbiológico clássico para avaliar a viabilidade passa por cultivar em placa 
e meio sólido um número de células conhecido e, após um período de incubação, contar as 
colónias resultantes. No entanto, este é um método demasiado demorado para as 
necessidades da produção cervejeira onde uma resposta rápida é essencial16.  
Métodos rápidos para a avaliação da viabilidade passam pela utilização de corantes 
vitais. Na indústria cervejeira o procedimento mais utilizado é a coloração pelo azul de 
metileno, apesar de outros corantes poderem ser utilizados (azul de anilina, rodamina B, 
eosina Y, etc)16. Este é um método simples, rápido e económico para contabilizar o número 
de células totais e vivas numa população21. A base fisiológica deste teste passa pelo facto de 
as células vivas absorverem o corante e o reduzirem à sua forma incolor, enquanto que as 
células mortas não têm essa capacidade e por isso permanecem coradas de azul18. Assim, a 
viabilidade é determinada através da contagem das células totais e vivas utilizando uma 
câmara de Neubauer (hemocitómetro) e um microscópio ótico16. Usualmente define-se um 
valor de viabilidade abaixo do qual se considera que a levedura não está própria para uso. 
Esse valor varia de acordo com a experiência de cada cervejeira, estando normalmente entre 
os 70-90%. 
Existem no mercado opções automatizadas que permitem avaliar a viabilidade das 
leveduras, como a citometria de fluxo ou softwares de análise de imagem. Estes permitem 
eliminar o possível erro e subjetividade humano, mas são também substancialmente mais 
dispendiosos18,21.   
A monitorização do pH da lama de levedura é também uma forma fácil e económica de 
avaliar a viabilidade. O pH é indicativo da condição geral da levedura, uma vez que existe 
uma relação com a autólise e atividade proteolítica. A autólise leva à libertação de 
componentes celulares alcalinos que podem levar a um aumento do pH do meio, neste caso 
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a lama de levedura21,22. Se se verificar um aumento maior do que de 1.0 no valor do pH da 
lama de levedura desde que esta foi recolhida até ao momento da avaliação, é indicativo de 
extensa morte celular, não devendo a levedura ser reutilizada9. Esta comparação também 
pode ser feita entre o valor de pH da lama de levedura e o valor de pH final da cerveja da 
qual esta foi recuperada, sendo que essa diferença é também indicativa da condição 
fisiológica da levedura21. 
1.4.3.2. Avaliação da Vitalidade 
Como já referido, os testes de viabilidade não são suficientes para fornecer informações 
acerca do estado fisiológico das leveduras. Os testes de vitalidade das leveduras 
normalmente baseiam-se na avaliação de componentes específicos que são críticos para a 
fermentação ou na determinação de atividades metabólicas. Alguns dos métodos utilizados 
passam pela quantificação do ATP intracelular, determinação do potencial da membrana 
mitocondrial e quantificação da atividade de enzimas23. Outras técnicas podem medir a 
atividade da levedura relativamente à fermentação, como a taxa de evolução do CO2, testes 
fermentativos e o teste do poder de acidificação. No entanto, uma grande parte destes testes 
demoram demasiado tempo para serem praticáveis a nível industrial ou requerem 
equipamento laboratorial especializado e dispendioso22. Por exemplo, nos testes 
fermentativos simula-se uma fermentação numa escala laboratorial e avalia-se se o tempo 
até esta iniciar e a atenuação são como esperados. Já o teste do poder de acidificação tem a 
vantagem de ser rápido, simples, pouco dispendioso e apenas necessitar de material 
laboratorial comum16.  
O teste do poder de acidificação mede a capacidade de a levedura acidificar o meio 
espontaneamente (AP1) e em resposta à adição de glucose (AP2)18. A acidificação ocorre 
devido à capacidade que a levedura tem de excretar passivamente protões de forma a 
equilibrar o seu pH com o do meio em que se encontra20. O fluxo de protões depende da 
utilização de substratos endógenos, como a trealose e glicogénio, e por isso a magnitude da 
AP1 reflete a capacidade de a levedura armazenar carboidratos18,20. A AP2 reflete o fluxo de 
protões induzido pela adição de glucose e que é dependente tanto da utilização de substratos 
externos como internos20. Os resultados do teste correlacionam-se com a performance 
fermentativa das leveduras, sendo que quanto mais rápido estas forem capazes de acidificar 
o meio maior a sua vitalidade9,18.   
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1.5. Objetivos 
Não existe um sistema uniformizado para fazer a gestão de leveduras de uma cervejeira, 
sendo que essa gestão deve ser adequada à cervejeira e adaptada de acordo com as condições 
existentes. Cabe à cervejeira definir qual a melhor forma de fazer a gestão das suas leveduras 
de forma a obter produtos de qualidade reprodutível e que lhes permita ao mesmo tempo 
economizar recursos. 
Devido à dimensão da empresa em que o estágio foi realizado, nem sempre é possível 
reutilizar de imediato a levedura recuperada de uma fermentação. Por essa razão, o 
armazenamento das leveduras recuperadas tem uma grande relevância na gestão de 
leveduras da cervejeira e deve por isso ser feito nas melhores condições possíveis para que 
se prolongue o tempo de vida útil da levedura. Melhorando as condições de recolha, 
armazenamento e avaliação das leveduras, pode conseguir-se um aumento no número de 
reutilizações e assim economizar recursos.  
Com o início do estágio, e após uma análise cuidada das condições de recolha e 
armazenamento das leveduras, identificaram-se pontos na gestão de leveduras onde se 
poderiam implementar melhorias, nomeadamente: higienização dos recipientes de 
armazenamento das leveduras; rotulagem e registo de dados relativamente à recuperação de 
leveduras; temperatura e tempo de armazenamento; monitorização do pH das leveduras 
recuperadas; e avaliação da qualidade da levedura. 
Desta forma, este trabalhou focou-se na melhoria das condições de armazenamento e 
avaliação das leveduras recuperadas na empresa com os objetivos de aumentar o tempo de 
vida útil dessas mesmas leveduras e economizar recursos.  
Para além do objetivo específico ao tema da dissertação, com este estágio tive também 
como objetivos adquirir conhecimentos e competências ao nível da produção cervejeira e 
contactar com a realidade de uma empresa, participando das suas atividades diárias. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
2.1. Propagação 
A propagação foi realizada num reator de propagação cilindro cónico, devidamente 
arejado e agitado, com um modo de operação descontínuo (batch). Apesar do reator ter uma 
capacidade de 500 L, tendo em conta o volume dos cones de fermentação existentes na 
empresa (1000 L e 2000 L), definiu-se como volume útil de reação 300 L, teoricamente 
suficiente para três lotes de produção de cerveja de 2000 L. O inóculo utilizado foi levedura 
desidratada (SafLager W-34/70 da Fermentis) e foi utilizado mosto cervejeiro como meio 
nutricional.  
Antes de se realizar a propagação, o tanque foi devidamente higienizado e desinfetado 
através de um programa CIP (do inglês cleaning in place) com as seguintes etapas: 1) 
enxaguamento com água a 90 ºC para remover a sujidade maior; 2) remoção de sujidade e 
resíduos orgânicos através da recirculação (30 minutos a 70 ºC) do detergente alcalino 
(hidróxido de sódio e hidróxido de potássio) Mida Flow 110 (Christeyns) diluído de 2:50 
com água; 3) enxaguamento do equipamento com água para remoção do detergente; 4) 
desinfeção para remoção da carga microbiana através da recirculação (30 min a 20 ºC) do 
desinfetante oxidante de base peracética (ácido peracético 5%, peróxido de hidrogénio e 
ácido acético) Mida Chriox 5 (Christeyns) diluído de 1:50 com água; 5) enxaguamento do 
equipamento com água para remoção de quaisquer vestígios dos produtos químicos 
utilizados. Os produtos de limpeza e desinfeção mencionados são próprios para uso na 
indústria alimentar.  
2.1.1. Produção do mosto p ara p ropagação 
Fez-se um lote de propagação em que o mosto cervejeiro selecionado para servir como 
meio de crescimento foi mosto da cerveja Thartaruga (estilo Indian Pale Ale) que foi 
previamente produzido na empresa. De forma a rentabilizar recursos aproveitou-se a 
necessidade de produzir mosto para esta cerveja e produziu-se mosto para a propagação. 
Para a produção de um volume de 1000 L de mosto utilizou-se uma concentração de malte 
superior à usualmente utilizada para produzir cerveja, tal como se pode verificar na Tabela 
1. Para a formulação da receita considerou-se o volume de mosto que se pretendia utilizar 
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na propagação (300 L) e sabendo a que proporção correspondia na receita original (30%) 
aumentou-se a matéria-prima nessa mesma proporção.  
Para a produção do mosto, após a moagem dos cereais, brassagem e separação do mosto, 
procedeu-se à sua ebulição, de forma a esterilizar o substrato. Durante a ebulição 
adicionaram-se lúpulos de amargor para ajudar na preservação do mosto, assim como cloreto 
de cálcio para ajustar a dureza da água e sulfato de zinco para colmatar o défice de zinco no 
mosto (Tabela 2). Os lúpulos foram sendo adicionados de acordo com o tempo de fervura 
determinado para cada um, sendo que a ordem de adição descrita na Tabela 2 corresponde a 
um tempo em ebulição de 75, 20 e 10 minutos respetivamente.  
Após a ebulição procedeu-se à centrifugação no Whirlpool, etapa em que se adicionaram 
os lúpulos de aroma (Tabela 3). Uma vez terminada a centrifugação no Whirlpool, foram 
transferidos 300 L de mosto ainda quente para o reator de propagação, de forma a garantir a 
sua esterilização. Posteriormente ligou-se o controlo de temperatura e agitação e deixou-se 
o mosto a arrefecer overnight até atingir a temperatura definida (20°C para leveduras Lager).  
Uma vez que este mosto é mais concentrado do que o habitual, depois de retirados os 
300 L a serem utilizados na propagação, fez-se uma diluição com água adicionando 300 L 
aos restantes 700 L de mosto, obtendo-se assim o volume normal de 1000 L para 
fermentação. Desta forma, além de se fornecerem nutrientes extra que vão facilitar o 
processo de propagação das leveduras, no final obtém-se mosto com as concentrações de 
matéria-prima definidas para um lote de produção de 1000 L. 
 
Tabela 1 - Quantidade dos diferentes tipos de malte utilizados para a produção de 1000  L de mosto de 
Thartaruga para propagação e fermentação. 
Mosto Thartaruga 
Tipo de Malte 
Quantidade Malte (kg) Volume final 
Propagação Fermentação 
1000 L 
Pilsner 292,50 225,00 
Caramelo 41,60 32,00 
Ácido 4,55 3,50 
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Tabela 2 - Quantidades e ordem de adição dos diferentes tipos de lúpulo de amargor, sulfato de zinco e 
cloreto de cálcio durante a etapa de ebulição da produção de mosto de Thartaruga para propagação. 
Mosto 
Thartaruga 
Lúpulo 
Sulfato de 
Zinco (kg) 
Cloreto de 
cálcio (kg) 
Tipo 
Ordem 
adição 
Quantidade (kg) 
Chinook 1º 0,52 
0,26 0,26 Chinook 2º 0,78 
Ella 3º 1,04 
 
Tabela 3 - Quantidade dos diferentes tipos de lúpulo de aroma adicionados durante a etapa de centrifugação 
da produção de mosto de Thartaruga para propagação. 
Mosto Thartaruga 
Tipo de lúpulo Quantidade lúpulo (kg) 
Ella 1,30 
Topaz 1,30 
 
2.1.2. Inoculação do mosto de p ropagação 
Atingida a temperatura de propagação procedeu-se à inoculação da levedura a propagar 
(SafLager W-34/70 da Fermentis), mais concretamente levedura da estirpe Saccharamyces 
pastorianus. Utilizaram-se 500 g de levedura desidratada que foram preparadas de acordo 
com o protocolo do fornecedor. Para isso hidratou-se a levedura num recipiente devidamente 
higienizado, com 15 L de água tépida, entre os 21 e 25 °C (indicado para leveduras Lager), 
e deixou-se repousar por 15-30 min. Para a higienização do recipiente utilizou-se o 
detergente alcalino clorado em espuma Mida Foam 193 (Christeyns) eficaz na remoção de 
sujidades de origem orgânica. Após a hidratação homogeneizou-se a suspensão de leveduras 
através da agitação do contentor e procedeu-se à sua transferência para o reator de 
propagação através da válvula situada no fundo do cone. Para isso utilizou-se uma mangueira 
e conetor higienizados com o desinfetante de base alcoólica Mida San 311 (Christeyns). A 
entrada da levedura no reator foi forçada através da injeção de O2 no recipiente coletor, 
aumentando assim a pressão diferencial entre este e o reator de propagação.  
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2.1.3. Propagação e amostragem 
Após inoculação do mosto com a levedura hidratada definiram-se os parâmetros de 
crescimento de acordo com o tipo de levedura a ser propagada, neste caso levedura Lager 
(Tabela 4). Durante a propagação, procedeu-se à amostragem e avaliação do mosto e 
levedura diariamente analisando-se vários parâmetros: pH, temperatura, teor de sólidos 
solúveis (°Brix), concentração de levedura viva e taxa de viabilidade da levedura. Os 
métodos para avaliação destes parâmetros estão descritos detalhadamente na secção 2.5.   
 
Tabela 4 - Parâmetros de agitação, temperatura e oxigenação para crescimento de leveduras Lager e Ale 
durante o processo de propagação. 
Levedura 
Velocidade 
de 
agitação 
contínua 
(rpm) 
Patamares de Temperatura Patamares de Oxigenação 
Temperatura 
(°C) 
Duração 
(h) 
Arejamento 
(min) 
Pausa 
(min) 
Duração 
(h) 
Lager 30 
20 24-48 1 9 30 
18 12 1 7 12 
16 12 
2 5 > 24 14 12 
12  
(T fermentação) 
≥ 24 
Ale 30 
Temperatura 
(°C) 
Duração 
(h) 
Arejamento 
(min) 
Pausa 
(min) 
Duração 
(h) 
25 24 
1 9 ≥72 22 24 
19  
(T fermentação) 
≥24 
 
Uma vez obtida a concentração de leveduras vivas esperada (entre 3,62x1011 e 4,56x1011 
células/L) esta foi utilizada para fermentar três lotes de produção de cerveja, dois lotes de 
2000 L e um lote de 1000 L. Tendo em conta o volume do lote de produção, bem como a 
concentração de leveduras no reator de propagação e considerando que a concentração de 
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células vivas recomendada para a fermentação é de 1,81x1010 células/L6, determinou-se o 
volume de levedura propagada necessário inocular para cada fermentação a partir da 
(Equação 1). 
 𝑉𝑙𝑒𝑣𝑒𝑑𝑢𝑟𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑝𝑎𝑔𝑎𝑑𝑎 =
𝐶𝑙𝑒𝑣𝑒𝑑𝑢𝑟𝑎  𝑟𝑒𝑐𝑜𝑚𝑒𝑛𝑑𝑎𝑑𝑎 × 𝑉𝑓𝑒𝑟𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎çã𝑜  
𝐶𝑙𝑒𝑣𝑒𝑑𝑢𝑟𝑎  𝑝𝑟𝑜𝑝𝑎𝑔𝑎𝑑𝑎
 
(Equação 1) 
2.2. Fermentação 
Após a inoculação das leveduras no mosto da cerveja iniciou-se a etapa da fermentação. 
Como já foi referido anteriormente, as leveduras têm nesta etapa um papel primordial, 
influenciando as características do produto final, sendo que uma boa condição fisiológica é 
fundamental para que esta etapa ocorra como esperado. Assim, para garantir que a 
fermentação do mosto cervejeiro evoluía como o esperado, os produtos em cuba foram 
sujeitos a um controlo regular. Desde a inoculação das leveduras até ao último dia da 
fermentação, recolheram-se diariamente amostras do produto em cuba para avaliar a sua 
evolução. Para isso foram analisados vários parâmetros físico-químicos: pH, teor de sólidos 
solúveis e o potencial alcoólico, sendo que a partir deste ainda foi possível calcular a 
percentagem de atenuação do mosto. Os métodos encontram-se descritos na secção 2.5. 
2.3. Recuperação e reutilização de levedura 
Uma vez atingidos os valores esperados para os parâmetros físico-químicos avaliados, 
bem como as características organoléticas para cada cerveja (avaliadas através de provas), 
deu-se por terminada a etapa de fermentação e a temperatura das cubas foi definida para uma 
temperatura entre 2 e 4 °C para iniciar o processo de maturação da cerveja e promover a 
sedimentação das leveduras. Nesta altura, assim como a meio do processo de fermentação, 
fez-se uma purga através da válvula situada no fundo do cone do fermentador, de forma a 
descartar a levedura que floculou cedo demais e que contém uma grande quantidade de 
células mortas e de trub.  
 A levedura gerada em cada fermentação foi recolhida e, após avaliação, reutilizada para 
uma nova fermentação, desde que obedecesse aos critérios definidos para a sua utilização. 
V = Volume (L) 
C = Concentração (nº células vivas/L)  
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A avaliação incluía a análise da cor e cheiro da levedura, medição do pH e determinação da 
taxa de viabilidade, métodos que estão descritos na secção 2.5. Para que a levedura fosse 
reutilizada não poderiam existir cheiros indicativos de contaminação, como cheiro a enxofre, 
e/ou alterações drásticas na cor. Relativamente ao pH e viabilidade, a diferença entre o pH 
da lama de levedura e o pH final da cerveja tinha de ser menor que 1,0 (21) e a taxa de 
viabilidade maior ou igual a 70% (valor empiricamente definido na cervejeira). Nos casos 
em que a levedura não cumpriu estes requisitos foi descartada. 
A recolha da levedura foi feita através da válvula situada no fundo do cone da cuba de 
fermentação para um recipiente devidamente higienizado com o detergente alcalino clorado 
em espuma Mida Foam 193 (Christeyns). Para a realização da recolha conectou-se uma 
mangueira à válvula, ambas desinfetadas com o desinfetante de base alcoólica Mida San 311 
(Christeyns). Começou por se fazer o descarte da camada inferior da lama de levedura até se 
verificar uma alteração na cor, mais concretamente um aclaramento, tal como descrito 
anteriormente na secção 1.4.2.1., e a partir desse momento iniciou-se a recolha para o 
recipiente.  
Para a reutilização da levedura numa nova fermentação utilizaram-se para uma produção 
de 1000 L aproximadamente 30 L de lama de levedura recuperada e para uma produção de 
2000 L aproximadamente 50 L, valores empiricamente definidos na cervejeira. Assim, a 
levedura foi inoculada a partir do recipiente coletor, através da utilização de uma mangueira 
e conetor higienizados com o desinfetante de base alcoólica Mida San 311 (Christeyns). A 
entrada da lama de levedura na cuba de fermentação foi forçada através da injeção de O2 no 
recipiente coletor, aumentando assim a pressão diferencial entre este e a cuba de 
fermentação.  
2.4. Armazenamento de leveduras recuperadas 
Uma vez que nem sempre é possível reutilizar as leveduras recuperadas de imediato 
numa nova fermentação, o seu armazenamento pode ser necessário. Para isso, este deve ser 
feito em condições favoráveis à manutenção do estado de latência das leveduras. 
O armazenamento das leveduras recuperadas foi feito em bidões de PEHD alimentar 
designados apenas para esse fim, com uma capacidade de 30 L e com tampas perfuradas que 
permitem um certo grau de ventilação. Antes de serem utilizados, os bidões foram 
devidamente higienizados com o detergente alcalino clorado em espuma Mida Foam 193 
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(Christeyns). A recolha da lama de levedura fez-se através da válvula situada no fundo do 
cone de fermentação, tal como descrito anteriormente para a recuperação de leveduras, e os 
recipientes foram cheios até dois terços da sua capacidade (≈20 L).  
Os recipientes foram devidamente rotulados, incluindo na etiqueta o tipo de levedura 
recolhida, a cerveja e lote provenientes, a data de recolha, o pH, a taxa de viabilidade e 
também a ordem em que foram cheios (Figura 9). Os primeiros bidões a serem cheios 
continham a camada intermédia do cone de fermentação, enquanto que o último continha a 
camada superior que é normalmente menos concentrada e pode apresentar uma evolução 
diferente durante o armazenamento, uma vez que pode conter leveduras mutantes e menos 
floculantes. Os dados foram também inseridos no documento Excel designado para 
documentar e rastrear as leveduras recuperadas.  
 
Os bidões contendo as leveduras recuperadas foram armazenados numa arca refrigerada 
a 8 °C existente na empresa até ser necessária a sua utilização numa nova fermentação. Antes 
da sua reutilização, cada bidão que continha levedura foi sujeito a uma avaliação que incluía 
análise da cor e cheiro da levedura, medição do pH e determinação da taxa de viabilidade, 
métodos que estão descritos na secção 2.5. Os critérios utilizados para a sua utilização são 
os mesmos que foram descritos na secção 2.3. 
2.4.1. Teste da influência do temp o e temp eratura de 
armazenamento 
Teoricamente o tempo e temperatura ideais para o armazenamento de leveduras 
recuperadas deve ser entre 1-7 dias e 1-4 °C.  Uma vez que na cervejeira a temperatura de 
armazenamento normalmente utilizada é superior, bem como o tempo de armazenamento é 
frequentemente mais prolongado, decidiu-se testar a influência que o tempo e temperatura 
Figura 9 - Modelo da etiqueta utilizada para rotular os 
bidões com levedura recuperada e armazenada. 
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têm na qualidade da levedura recuperada de forma a perceber se alterações nestes parâmetros 
poderiam aumentar a probabilidade da levedura ter condições adequadas para ser reutilizada. 
Para isso, no final das fermentações e aquando da recolha da levedura, foram retiradas 
amostras para serem armazenadas a 2 e 8°C e testadas ao longo de um intervalo de três 
semanas (Tabela 5).   
As amostras foram recolhidas em frascos esterilizados de 120 mL, cheios até dois terços 
da sua capacidade máxima e a tampa não foi totalmente enroscada para permitir trocas 
gasosas. As amostras a 8°C foram armazenadas na mesma arca refrigerada em que os bidões 
de levedura recuperada são armazenados e as amostras a 2°C foram armazenadas num 
frigorífico. Ambos os locais tinham monitorização de temperatura. Todos os frascos foram 
devidamente rotulados incluindo na etiqueta a cerveja e lote provenientes, a data de recolha, 
o pH, a taxa de viabilidade e o tempo e temperatura de armazenamento (Figura 10). 
 
Tabela 5 – Amostras recolhidas para cada levedura recuperada após a fermentação. Teste a duas 
temperaturas e avaliação ao fim de quatro períodos, perfazendo um total de 8 amostras por levedura 
recuperada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Amostras 
Temperatura (°C) Tempo (dias) 
2 8 
3 
7 
14 
21 
Figura 10 - Modelo da etiqueta utilizada para rotular os 
frascos com as amostras de levedura  do teste da influência do 
tempo e temperatura no armazenamento de levedura 
recuperada . 
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De forma a avaliar a evolução da condição fisiológica das leveduras foram avaliados a 
cor e cheiro da levedura, pH e taxa de viabilidade. Os métodos estão descritos na secção 
seguinte.  
2.5. Métodos para avaliação do mosto, cerveja e leveduras 
propagadas e recuperadas 
2.5.1. Análise dos p arâmetros físico -químicos dos p rodutos em 
cuba 
Durante os processos de propagação e fermentação, os produtos no reator (mosto e 
levedura propagada) e cubas (mosto e posteriormente cerveja) foram regularmente 
analisados para garantir que tudo estava a evoluir como esperado. 
2.5.1.1. Temperatura 
A temperatura foi constantemente monitorizada através de sondas instaladas no reator de 
propagação e nas cubas de fermentação. A temperatura nestes equipamentos é regulada 
automaticamente através da utilização de água quente ou fria que circula através de uma 
camisa que envolve as cubas. 
2.5.1.2. pH 
O pH foi determinado por potenciometria, através da utilização de um elétrodo de pH 
digital edgeTM com sensor de temperatura incorporado (HI10480 da Hanna Instruments). 
Para a realização das análises o elétrodo foi previamente calibrado com soluções tampão de 
pH 3,0, 7,0 e 10,0. Em cada análise o elétrodo de pH foi mergulhado na amostra e aguardou-
se o tempo necessário (≈30 segundos) para que o pH estabilizasse no monitor antes de se 
registar o valor.  Para cada amostra realizaram-se pelo menos duas medições, aceitando-se 
um valor quando este fosse igual em duas análises consecutivas. No final de cada medição 
e entre amostras, o elétrodo foi lavado abundantemente com água para evitar qualquer tipo 
de contaminação. O elétrodo foi armazenado numa solução de armazenamento para 
elétrodos de pH (HI70300S da Hanna Instruments). 
2.5.1.3. Teor de sólidos solúveis 
Com a medição do teor de sólidos solúveis total (°Brix) pretende-se obter uma estimativa 
da quantidade de açúcares ainda presentes na amostra, refletindo o transporte e conversão 
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desses açúcares pelas leveduras. A sua determinação foi realizada por leitura direta num 
refratómetro digital portátil (HI96813 da Hanna Instruments), um instrumento ótico que 
utiliza a medição do índice de refração para determinar os parâmetros pertinentes para o 
utilizador. Assim, a luz de um LED passa por um prisma que está em contacto com a amostra 
e um sensor de imagem determina o ângulo crítico no qual a luz não é mais ref ratada. O 
aparelho depois converte o índice de refração da amostra na concentração de açúcares 
fermentescíveis em unidades de percentagem em peso (1 °Brix = 1% açúcar ou 1 g de açúcar 
por 100 g de amostra). A conversão é feita com base no livro de métodos da ICUMSA24. 
Para a realização das análises o refratómetro foi previamente calibrado com água 
destilada. Com o auxílio de uma pipeta de plástico, colocaram-se aproximadamente 0,25 mL 
(4/5gotas) da amostra a ser analisada no recipiente apropriado do refratómetro e procedeu-
se à leitura e registo do valor de °Brix. Para cada amostra realizaram-se pelo menos duas 
medições, aceitando-se um valor quando este fosse igual em duas análises consecutivas. No 
final de cada medição e entre amostras, o recipiente do refratómetro foi devidamente 
higienizado utilizando-se um tecido macio e água destilada. 
2.5.1.4. Potencial alcoólico 
O mesmo refratómetro utilizado para medir o teor de sólidos solúveis é também capaz 
de estimar o teor de álcool no produto final, tendo em conta o teor de açúcares ainda presente 
na amostra. Este é um valor potencial ou provável, uma vez que a conversão dos açúcares 
em álcool está dependente de vários fatores. Assim, o aparelho faz o cálculo tendo em conta 
o °Brix e um fator de conversão ajustável entre 0,50 e 0,70 (sendo 0,55 o valor utilizado por 
defeito) através da (Equação 224. 
 
𝑷𝒐𝒕𝒆𝒏𝒄𝒊𝒂𝒍 𝒂𝒍𝒄𝒐ó𝒍𝒊𝒄𝒐 (% 𝒗/𝒗) = 𝒇𝒂𝒕𝒐𝒓 𝒅𝒆 𝒄𝒐𝒏𝒗𝒆𝒓𝒔ã𝒐 × °𝑩𝒓𝒊𝒙  
(Equação 2) 
 
A determinação do potencial alcoólico (% v/v) foi feita em simultâneo com a medição 
do teor de sólidos solúveis, procedendo-se à leitura e registo do valor determinado pelo 
aparelho. Mais uma vez, para cada amostra realizaram-se pelo menos duas medições, 
aceitando-se um valor quando este fosse igual em duas análises consecutivas. 
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2.5.1.5. Percentagem de atenuação 
A percentagem de atenuação do mosto reflete a extensão da fermentação, que é o 
resultado dos açúcares consumidos durante o processo. Assim, sabendo o potencial alcoólico 
inicial (valor obtido no dia de inoculação das leveduras) e o potencial alcoólico limite 
(estimativa do valor mais baixo que se consegue obter para determinado tipo de mosto), 
através dos valores medidos para o potencial alcoólico é possível calcular a percentagem de 
atenuação a partir da (Equação 3). O potencial alcoólico limite de cada estilo de cerveja foi 
determinado na empresa, colocando-se o mosto de cada cerveja numa garrafa com excesso 
de levedura e deixando-se a 20 °C até a fermentação terminar. 
𝐴𝑡𝑒𝑛𝑢𝑎çã𝑜 (%) =  
𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙  𝑎𝑙𝑐𝑜ó𝑙𝑖𝑐𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑎𝑙𝑐𝑜ó𝑙𝑖𝑐𝑜
𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑎𝑙𝑐𝑜ó𝑙𝑖𝑐𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑎𝑙𝑐𝑜ó𝑙𝑖𝑐𝑜 𝑙𝑖𝑚𝑖𝑡𝑒
 ×  100 
 
(Equação 3) 
2.5.2. Análise das leveduras  
Durante o processo de propagação das leveduras estas estiveram sujeitas a uma 
monitorização regular da sua concentração e taxa de viabilidade. Após a fermentação, as 
leveduras recolhidas, assim como as leveduras armazenadas, foram avaliadas para averiguar 
a possibilidade da sua reutilização, através da medição do pH e taxa de viabilidade. 
2.5.2.1. pH 
O pH da lama de levedura foi determinado tal como já descrito na secção 2.5.1.2. 
2.5.2.2. Taxa de viabilidade 
De forma a determinar a taxa de viabilidade das leveduras, efetuou-se a coloração com 
azul de metileno e de seguida fez-se a contagem celular com recurso a um microscópio ótico 
(Omegon) e a uma câmara de contagem de Neubauer (Zuzi).  
Para a coloração recolheu-se 1 mL da amostra em análise com o auxílio de uma pipeta 
de plástico graduada (2 mL) e fez-se uma diluição de 1:100 com água destilada num balão 
Erlenmeyer de 100 mL. A essa suspensão adicionaram-se aproximadamente 0,25 mL (4/5 
gotas) de corante azul de metileno 1,5% (Sigma-Aldrich), agitou-se muito bem para 
homogeneizar e transferiu-se uma alíquota para a câmara de Neubauer, de forma a preencher 
na totalidade o espaço entre os dois canais laterais da mesma (Figura 11a). De seguida 
colocou-se uma lamela sobre a câmara, deixando uma altura de 0,10 mm (Figura 11b), e 
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observou-se ao microscópio, começando por focar numa ampliação menor (10x) de forma a 
verificar se as células estavam distribuídas uniformemente e passando depois para a 
ampliação máxima (40x) para fazer a contagem. No caso de existir uma elevada 
concentração celular que impedisse de fazer a contagem, fez-se uma diluição sucessiva da 
amostra previamente diluída. Assim, estando reunidas as condições para se fazer a contagem, 
contaram-se as células vivas (incolores) e mortas (coradas de azul) nos quadrados 
assinalados na Figura 11c. Caso não fosse possível contar as células num dos quadrados 
definidos (por exemplo devido à existência de bolhas de ar), selecionava-se um quadrado 
vizinho.  
Figura 11 - Esquema da câmara de Neubauer: a) perspetiva superior salientando o 
espaço destinado à amostra em análise; b) perspetiva lateral salientando a altura entre 
a câmara e lamela; c) esquema  aumentado da zona de contagem da câmara, incluindo 
as medidas e a azul os quadrados sujeitos à contagem . Adaptado de [25,26].  
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25,26 
Definiu-se também que se contavam as células que tocavam ou ficavam por cima das 
linhas de cima e da esquerda do quadrado, enquanto que não se contavam as que tocavam 
ou ficavam por cima das linhas de baixo e da direita. No caso de células em divisão, apenas 
se considerava a célula filha para a contagem quando esta tinha pelo menos metade do 
tamanho da célula mãe. De referir também que as células azul-claras (pálido) e as células 
em divisão coradas de azul não estão mortas, sendo por isso consideradas na contagem de 
células vivas. 
Uma vez feita a contagem, sabendo o número total de células contadas (vivas e mortas) 
e o número total de células vivas foi possível calcular a taxa de viabilidade a partir da 
(Equação 4. 
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒(%) =
𝑛º 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠
𝑛º 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
× 100 
(Equação 4) 
 
 
2.5.2.3. Concentração celular 
Uma vez feita a contagem celular é possível calcular a concentração de células vivas na 
amostra em análise. Sabendo a largura (0,25 mm), comprimento (0,25 mm) e altura (0,10 
mm) de cada um dos quadrados contados (Figura 11b-c), é possível saber o volume em cada 
um deles (0,25 mm × 0,25 mm × 0,10 mm = 0,00625 mm3). Considerando o número de 
células vivas contadas, o fator de diluição utilizado, o número de quadrados contados e 
sabendo que 1 mm3 é igual a 1×10-6  L, é possível determinar a concentração celular através 
da (Equação 5). 
𝐶𝑙𝑒𝑣𝑒𝑑𝑢𝑟𝑎𝑠 =
𝑛º𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠  𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠
𝑛º 𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜𝑠 × 𝑉𝑞𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑑𝑜 × 10
−6
× 𝑓𝑑 
 
(Equação 5) 
2.6. Análise de dados 
A análise dos dados obtidos, incluindo a análise estatística, foi feita no software 
Microsoft Excel.  
C = Concentração (nº células vivas/L) 
V = Volume (mm3) 
fd = Fator de diluição 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1. Propagação 
Tal como referido, antes de se realizar a propagação fez-se um programa CIP de forma a 
garantir que todos os materiais e equipamentos envolvidos no processo estivessem 
devidamente higienizados, evitando possíveis contaminações. O método de limpeza 
utilizado permite proceder à higienização do interior dos equipamentos e acessórios sem ser 
necessário desmontá-los, dado ao facto de o programa consistir na recirculação das soluções 
de limpeza e desinfeção num circuito fechado. Isto faz deste um método mais sustentável, 
na medida em que se economizam recursos, havendo um menor consumo energético, bem 
como menor consumo de água, detergentes e desinfetantes. 
A propagação foi realizada tal como descrito no ponto 2.1. Para o acompanhamento e 
avaliação da progressão deste processo foram retiradas amostras diariamente e vários 
parâmetros foram analisados (Tabela 6). De referir que a avaliação da concentração e taxa 
de viabilidade das leveduras apenas foi realizada a partir do terceiro dia, principalmente pelo 
facto do dia 1 e 2 terem coincidido com o fim-de-semana e por isso a deslocação à empresa 
por parte do colaborador responsável restringiu-se apenas à manutenção dos parâmetros da 
propagação, nomeadamente temperatura e intervalos de oxigenação, e avaliação dos 
parâmetros físico-químicos do mosto (pH, temperatura e teor de sólidos solúveis). 
 
Tabela 6 – Parâmetros analisados durante a propagação e resultados obtidos. 
 
Avaliação propagação Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 
Parâmetros 
Temperatura (°C) 19,9 17,9 16,1/14,0 11,9 11,8 11,9 
pH 5,19 4,49 4,44 4,42 4,41 4,37 
°Brix 16,3 12,6 9,8 9,1 9,1 9,1 
[levedura]  
(nºcélulas vivas/L) 
- - - 2,98×1011 3,04×1011 3,65×1011 
Viabilidade (%) - - - 85,6 89,4 88,0 
 
 
No entanto, é possível com base nos parâmetros físico-químicos analisados, perceber que 
a propagação estava a evoluir como esperado, observando-se uma diminuição do teor de 
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sólidos solúveis, bem como uma diminuição do pH do mosto. Como já foi referido, o 
metabolismo de crescimento das leveduras é ótimo na presença de oxigénio, uma vez que 
vai permitir que ocorra a respiração aeróbia, com a formação de grandes quantidades de ATP 
pela conversão dos açúcares em água e CO2, sendo a diminuição do teor de sólidos solúveis 
representativa da assimilação dos açúcares presentes no mosto27. Também a descida no valor 
de pH do meio é indicativa do metabolismo das leveduras, resultado da produção de ácido 
carbónico a partir do CO2 excretado, da secreção de ácidos orgânicos e H+ e do consumo de 
compostos com efeito tampão, como aminoácidos básicos e fosfatos primários28. 
O fornecimento de oxigénio é fundamental para que haja um rápido crescimento e 
aumento da massa celular, ou seja, para que ocorra a propagação. O oxigénio é rapidamente 
assimilado pelas leveduras, sendo essencial para a síntese de lípidos como esteróis e ácidos 
gordos insaturados, necessários para manter a integridade e função da membrana celular e, 
consequentemente, importantes para a replicação celular29. Estes lípidos têm um papel 
importante no aumento da massa celular, uma vez que melhoram a assimilação de nutrientes 
e são determinantes na tolerância ao stress etanólico. O oxigénio estimula também a síntese 
de moléculas para a levedura assimilar e metabolizar a maltose, o açúcar em maior 
concentração no mosto cervejeiro27. Assim, no processo de propagação foi fornecido 
oxigénio e manteve-se uma agitação constante para auxiliar a introdução de ar no mosto, 
mas também para manter as leveduras em suspensão e expostas aos nutrientes. A injeção de 
oxigénio foi feita de forma intermitente para evitar a acumulação de espuma que 
normalmente se forma no topo do propagador.   
A temperatura de propagação foi inicialmente de 20 °C (durante ≈ 36 h) para estimular 
a velocidade de multiplicação das leveduras, sendo que depois foi feito um decréscimo 
gradual (18 °C durante 12h; 16 °C durante 12h e 14 °C durante 12h) até à temperatura de 
fermentação (12 °C). Daí que no dia 2 da propagação existam dois valores registados para a 
temperatura, pois coincidiu com o patamar dos 16 e 14 °C.  
O intervalo esperado de concentração celular definido na empresa para a propagação, foi 
calculado tendo como objetivo a obtenção de levedura suficiente para inocular três lotes de 
fermentação de 2000 L. Tendo em conta as recomendações das fichas técnicas das leveduras 
comerciais, a concentração celular na fermentação deve ser de 2,28×1010 células/L, sendo 
que para isso é necessária uma concentração de 4,56×1011 células/L no propagador (300 L 
de volume). No entanto, de acordo com a literatura, sabe-se que para a fermentação ocorrer 
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como esperado é necessária uma concentração de 1,81×1010 células/L6, sendo que para isso 
é necessária uma concentração de 3,62×1011 células/L. Assim, definiu-se que a concentração 
deveria estar entre esses valores: 3,62×1011 e 4,56×1011 células/L.  
Os valores de concentração celular obtidos no terceiro e quartos dias da propagação 
(2,98×1011 e 3,04×1011 células/L) estavam muito próximos do intervalo esperado (3,62×1011 
e 4,56×1011 células/L) e ao fim de cinco dias atingiram-se esses valores (3,65×1011 
células/L). Quanto à taxa de viabilidade obtiveram-se sempre valores superiores (85,6, 89,4 
e 88,0%) ao mínimo definido pela empresa para a utilização da levedura no processo 
fermentativo (>70%).  
3.2. Fermentações 
A partir da levedura propagada foi possível inocular três lotes de fermentação: dois lotes 
de 2000 L de Preta e um lote de 1000 L de Birrenta (Figura 12). Uma vez que na empresa 
não há capacidade para se produzirem mais do que 2000 L de cerveja por dia, cada lote de 
cerveja teve de ser produzido num dia diferente. Os lotes de produção de Preta foram 
realizados nas datas correspondentes aos dias 3 e 4 da propagação (Tabela 6). Tendo em 
conta a concentração da levedura propagada nessas datas (2,98×1011 e 3,04×1011 células/L), 
a partir da (Equação 1) fizeram-se os cálculos do volume necessário a inocular para a 
fermentação (121,48 e 119,08 L respetivamente), sendo que se arredondou esse valor e fez-
se para cada um dos lotes de produção a inoculação de um volume de 120 L. A produção de 
Birrenta coincidiu com o dia 5 da propagação e, de acordo com a concentração da levedura 
propagada nesse dia (3,65×1011 células/L), seriam necessários 49,59 L de levedura para a 
fermentação, sendo que então se utilizou o restante volume de levedura propagada (≈60 L). 
Tal como está esquematizado na Figura 12, a levedura gerada em cada fermentação foi 
recuperada, avaliada e reutilizada numa nova produção, desde que cumprisse os critérios 
definidos para a sua utilização. No caso de não apresentar as condições definidas pela 
empresa para ser reutilizada (secção 2.3) foi então descartada. 
Assim, a partir da propagação realizada, foi possível produzir vários lotes de diferentes 
estilos de cerveja, de acordo com as necessidades de produção da empresa. As cervejas 
produzidas foram todas do tipo Lager e os vários estilos incluíram: Preta (dark lager), 
Birrenta (saison lager), Rubi (márzen), Extra (doppelbock), Nautika (baltic porter), Loira 
(german pilsner) e a Sidra Maçã (hard dry cider).  
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Figura 12 - Esquema representativo das fermentações realizadas a partir da levedura 
obtida na propagação, bem como das fermentações realizadas a partir da recuperação 
e reutilização de leveduras 
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Na Tabela 7 está resumida a informação mais relevante relativamente a cada uma das 
fermentações realizadas: os parâmetros físico-químicos obtidos através da avaliação dos 
produtos em cuba e a informação relativa à levedura utilizada na fermentação. O teor de 
sólidos solúveis (°Brix) e o potencial alcoólico iniciais refletem a complexidade do mosto 
utilizado, bem como a disponibilidade de açúcares fermentescíveis. A percentagem de 
atenuação ao fim de 24 horas reflete a rapidez do arranque da fermentação e a percentagem 
de atenuação final reflete a quantidade de açúcares solúveis que foram utilizados pela 
levedura. Relativamente aos dados sobre a levedura inoculada, na origem temos a 
propagação ou lote de cerveja do qual essa levedura é proveniente, na geração o número de 
fermentações em que essa levedura participou, sendo que a levedura propagada é 
considerada geração 0, e na diferença de pH (∆pH) o resultado da subtração do valor de pH 
da lama de levedura recolhida ao valor de pH final da cerveja de onde foi recuperada. 
A receita das cervejas varia de acordo com o perfil e caraterísticas que se pretendem 
obter para cada estilo. É possível observar que conforme as cervejas têm receitas mais 
complexas e que incluem uma maior quantidade de malte, o teor de sólidos solúveis inicial 
é maior. No entanto, a percentagem de atenuação final diminui, uma vez que quando as 
leveduras atingem a fase estacionária e começam a flocular devido ao aumento da 
concentração de etanol, ainda existe uma determinada quantidade de açúcares 
fermentescíveis no meio. Isto permite obter cervejas mais encorpadas, como é o caso da 
Extra e Nautika que tiveram um teor de sólidos solúveis inicial de 18,4 e 20,8 °Brix e uma 
atenuação final de 59,4 e 53,2%, respetivamente. 
É normalmente descrito que uma fermentação com leveduras de primeira geração 
demora cerca de um a três dias mais a completar quando comparado com leveduras 
recuperadas e saudáveis, ou seja, de gerações mais velhas9. Isto deve-se sobretudo ao facto 
de as gerações mais novas de levedura demorarem mais tempo a iniciar o consumo de 
açúcares do meio, apresentando uma fase lag extensa antes de atingirem a taxa máxima de 
utilização dos açúcares19. Também é comum que se utilize uma maior quantidade de 
levedura quando esta é recuperada, de forma a suplantar o facto destas leveduras terem 
menores taxas de viabilidade, especialmente se forem recolhidas pelo fundo do fermentador. 
Mais uma vez, isto contribui para uma fase lag menor e uma fermentação mais rápida9.   
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Tabela 7 – Compilação da informação relativamente às fermentações realizadas, incluindo os parâmetros físico-químicos (FQ) mais relevantes e os dados da levedura 
inoculada. 
 
Lote produção 
Parâmetros FQ Levedura inoculada 
°Brix 
Inicial 
Potencial 
alcoólico 
inicial 
%Atenuação 
(≈24h) 
%Atenuação 
final 
Dias 
Fermentação 
pH 
final 
Origem Geração ∆pH %Viabilidade 
Preta 1 12,7 7,0 11,1 88,9 7 4,44 Propagação 0 - 86 
Preta 2 12,9 7,1 8,1 86,5 6 4,42 Propagação 0 - 89 
Birrenta 1 13,6 7,5 - 79,5 6 4,45 Propagação 0 - 88 
Rubi 1 14,7 8,1 4,3 71,7 8 4,56 Preta 1 1 1,39 76 
Rubi 2 14,8 8,2 4,3 68,1 8 4,64 Preta 2 1 1,12 79 
Rubi 3 15,1 8,3 12,5 70,8 6 4,52 Birrenta 1 1 0,17 81 
Extra 18,4 10,1 9,4 59,4 7 4,67 Rubi 1 2 0,82 82 
Nautika 20,8 11,4 7,8 53,2 6 4,62 Rubi 2 2 0,31 77 
Loira 1 12,4 6,8 18,9 83,8 5 4,26 Rubi 3 2 -0,12 76 
Loira 2 12,4 6,8 32,4 83,8 5 4,40 Extra 3 0,14 80 
Loira 3 12,4 6,8 13,5 83,8 5 4,44 Nautika 3 0,40 79 
Birrenta 2 13,3 7,3 33,33 81,0 5 4,44 Loira 2 4 0,27 82 
Sidra Maçã 13,6 7,5 2,2 91,3 8 3,75 
Loira 3  4  0,50 74 
Birrenta 2 5 -0,11 78 
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Analisando na Tabela 7 as percentagens de atenuação ao fim de 24 horas de fermentação 
das diferentes cervejas, é possível observar que de uma forma geral, com a utilização de 
leveduras recuperadas de gerações mais velhas, a percentagem de atenuação ao fim de 24 
horas aumenta e o total de dias para completar a fermentação diminui (atinge-se mais 
rapidamente os valores esperados para os parâmetros físico-químicos avaliados e as 
características organoléticas desejadas). Podemos destacar os casos da Loira 1, Loira 2, Loira 
3 e da Birrenta 2 com percentagens de atenuação de 18,9, 32,4, 13,5 e 33,3% ao fim de 24 
horas e um total de 5 dias de fermentação. De referir que para a Birrenta 1 não foi feita 
avaliação ao fim de 24 horas, uma vez que essa data coincidiu com o fim-de-semana.  
Nos casos das cervejas Rubi 1 e Rubi 2 a percentagem de atenuação ao fim de 24 horas 
(4,3 e 4,3%) foi menor do que o expectável, mesmo tendo sido utilizada levedura de primeira 
geração. Também a fermentação se prolongou um pouco mais do que o habitual (8 dias). 
Apesar de no final se ter obtido o produto com as características desejáveis, a lentidão da 
fermentação talvez possa ser explicada pelo facto do estado fisiológico das leveduras 
utilizadas não estar no seu potencial máximo, uma vez que a diferença de pH ultrapassava o 
valor de referência de 1,0 (1,39 e 1,12). No entanto, decidiu-se reutilizar as leveduras na 
mesma, uma vez que não apresentavam alterações de cor e cheiro e tinham uma taxa de 
viabilidade aceitável (76 e 79%). 
É importante referir que o caso da Sidra de Maçã não deve ser comparado com os 
restantes lotes de produção, uma vez que tem uma composição diferente e apesar de também 
ser uma bebida fermentescível não é considerada uma cerveja, mas sim uma bebida alcoólica 
ligeira obtida através da fermentação de sumo de maçã. Neste caso a Sidra produzida é 
considerada dry, porque se prolonga a fermentação até se consumir a maior parte dos 
açúcares presentes no mosto, obtendo-se um produto com uma percentagem de açúcar 
residual baixa e por isso mais seco e ácido. Isto pode verificar-se no lote de Sidra Maçã 
produzido, que teve uma percentagem de atenuação final de 91,3% e um pH final de 3,75, 
resultado também da acidez própria da maçã. Apesar de a fermentação ter durado 8 dias, é 
comum durar até cerca de 10 dias, ou seja, provavelmente o facto de se terem utilizado 
leveduras de 4ª e 5ª gerações fez com que a fermentação fosse mais rápida, pelas razões já 
mencionadas. Houve necessidade de utilizar levedura proveniente de duas fermentações pois 
o volume recuperado de apenas uma não era suficiente. É comum que a levedura reutilizada 
múltiplas vezes gere um volume sucessivamente menor, acabando por poder não ser 
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suficiente para fermentar um determinado lote de produção. A levedura recuperada da Sidra 
Maçã é normalmente descartada pois, devido às matérias primas utilizadas e consequente 
stress osmótico sofrido (concentrado de maçã e retentato do sumo de maçã) assim como pela 
longa fermentação, apresenta-se esgotada no final, com uma condição fisiológica 
inadequada e baixa viabilidade.  
3.3. Influência do tempo e temperatura de armazenamento 
Tal como já foi referido, aquando da recolha da lama de levedura no término da 
fermentação, foram também recolhidas amostras para se testar a influência do tempo e 
temperatura de armazenamento na condição da levedura recuperada. As amostras foram 
obtidas das leveduras geradas nas fermentações subsequentes à propagação realizada (Figura 
12). As leveduras que após a avaliação não tinham critérios para ser reutilizadas foram 
descartadas, de maneira que também não se recolheram amostras, uma vez que estas já não 
se encontravam numa condição fisiológica adequada (Loira 1 e Sidra Maçã). Não foi 
possível recolher amostras da levedura gerada na fermentação da cerveja Preta 1, uma vez 
que coincidiu com a pausa na atividade letiva e os dias de festividade de Natal, período em 
que os funcionários da empresa também estavam a laborar em menor número e por isso a 
funcionar com serviços mínimos. No entanto, foram recolhidas amostras de levedura de um 
total de 10 fermentações realizadas: Preta 2, Birrenta 1, Rubi 1, Rubi 2, Rubi 3, Extra, 
Nautika, Loira 2, Loira 3 e Birrenta 2. 
3.3.1. Influência na viabilidade 
Nas Figura 13 e Figura 14 é possível observar a evolução da viabilidade aos 3, 7, 14 e 21 
dias, das diferentes amostras de levedura recolhidas e armazenadas a 2 e 8 °C, 
respetivamente. De uma forma geral a condição da levedura vai-se deteriorando ao longo do 
tempo de armazenamento, havendo uma diminuição na taxa de viabilidade, sendo que essa 
deterioração é mais acentuada nas amostras que foram armazenadas a 8 °C.  
Analisando cada amostra individualmente (Figura 15) percebe-se que as leveduras 
armazenadas a 8 °C apresentam uma deterioração mais rápida quando comparado com as 
mesmas leveduras armazenadas a 2 °C. De referir que as amostras de levedura de primeira 
geração, ou seja, que apenas fermentaram uma vez (Preta 2 e Birrenta 1) apresentaram uma 
descida da viabilidade menos acentuada, mesmo as que estavam armazenadas a 8 °C. Isto 
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deve-se provavelmente ao facto de estas serem leveduras que à partida tinham uma boa 
condição fisiológica e um metabolismo bastante ativo19,30, apresentando assim uma maior 
capacidade de adaptação aos stresses e sobrevivência ao armazenamento.  
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Figura 13 - Influência do tempo de armazenamento na viabilidade das amostras de levedura armazenadas a 
2 °C ao fim de 3, 7, 14 e 21 dias. 
Figura 14 - Influência do tempo de armazenamento na viabilidade das amostras de levedura armazenadas a 
8 °C ao fim de 3, 7, 14 e 21 dias. 
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No caso das amostras de levedura recuperadas das cervejas Extra e Nautika é possível 
observar que a perda de viabilidade nas amostras armazenadas a 8 °C foi pouco acentuada 
quando comparado com outras leveduras recuperadas. Tal como já foi referido 
anteriormente, estas são cervejas com uma percentagem de atenuação relativamente baixa 
(59,4 e 53,2%) e no final da fermentação ainda existe uma quantidade de açúcares 
fermentescíveis. Uma vez que a lama de levedura recolhida contém uma percentagem de 
cerveja dissolvida, provavelmente as leveduras armazenadas utilizaram uma parte desses 
açúcares presentes no meio para manter o seu metabolismo ativo e se reproduzirem, 
justificando a descida pouco abrupta dos valores de viabilidade das leveduras armazenadas 
a 8 °C. Já no caso da levedura da Birrenta 2 observa-se uma perda de viabilidade acentuada, 
mesmo nas amostras armazenadas a 2 °C. Esta levedura passou por cinco fermentações de 
vários estilos de cerveja, ou seja, passou por vários stresses e provavelmente já não se 
encontrava numa condição fisiológica favorável ao seu armazenamento. Apesar de ter uma 
viabilidade inicial de 78%, é normal que com o aumento da idade replicativa as leveduras 
tenham um metabolismo mais lento e perda de vitalidade, o que provavelmente explica 
porque é que não se conseguiram adaptar às condições de armazenamento e tiveram uma 
perda abrupta de viabilidade a partir dos 7 dias. 
Analisando os gráficos (Figura 13, Figura 14 e Figura 15) observa-se que é comum nos 
primeiros dias de armazenamento haver uma estabilização da viabilidade das leveduras. Isto 
provavelmente deve-se ao facto de que quando se armazenam as leveduras estas ainda estão 
ativas e a consumir as suas reservas de hidratos de carbono, nomeadamente glicogénio e 
trealose, podendo continuar a reproduzir-se e mantendo/aumentando assim a sua viabilidade. 
Segundo a literatura2,9, as leveduras armazenadas a temperaturas mais baixas, neste caso a 2 
°C, acabam por entrar em estado de latência, mantendo assim algumas das suas reservas de 
energia, que aliás têm também um papel fundamental na resistência a condições de stress e 
consequentemente na manutenção da sua viabilidade. A trealose está descrita como tendo 
um papel na tolerância das células à congelação e na proteção da membrana celular ao evitar 
a sua dessecação31. As leveduras armazenadas a 8 °C provavelmente não atingem um estado 
de completa inatividade continuando a consumir as suas reservas, o que faz com que haja 
uma manutenção e/ou aumento da sua taxa de viabilidade inicialmente, mas levando a que 
quando estas reservas se esgotam haja um declínio mais acentuado dessa mesma taxa.  
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Figura 15 - Influência do tempo de armazenamento na viabilidade de cada uma das amostras de levedura 
armazenadas a 2 e 8 °C ao fim de 3, 7, 14 e 21 dias. 
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No gráfico da Figura 16 encontra-se de forma resumida a evolução da viabilidade da 
totalidade das amostras de levedura analisadas ao fim de 3, 7, 14 e 21 dias de armazenamento 
a 2 e 8 °C. As barras representam a média da viabilidade. De uma forma geral, as amostras 
de levedura armazenadas a 2 °C, apresentaram uma média da taxa de viabilidade dentro dos 
valores aceites pela empresa (≥70%) até aos 7 dias (1 semana). Dos 7 aos 14 dias (2 semanas) 
a taxa de viabilidade desceu para uma média de 66%, sendo que neste intervalo de tempo o 
ideal será avaliar as leveduras armazenadas individualmente, uma vez que uma parte delas 
ainda apresentava valores de viabilidade aceitáveis aos 14 dias (4 em 10 amostras). Ao fim 
de 21 dias (3 semanas) a média da taxa de viabilidade decresceu para menos de 50%, sendo 
que as leveduras já não se encontravam com uma boa condição fisiológica para serem 
reutilizadas. No caso das amostras de levedura armazenadas a 8 °C, apesar de ao fim de 3 
dias a média da taxa de viabilidade ter diminuído pouco (de 79% para 77%), ao fim de 7 dias 
já apresentavam um valor menor que 70% (64%). Ao fim de 14 e 21 dias o valor médio da 
taxa de viabilidade sofreu um declínio abrupto para 48% e 26%, respetivamente. 
 
É importante mencionar que a coloração com azul de metileno, utilizada para a avaliação 
da viabilidade, nem sempre é um método preciso, sendo descrito como pouco reprodutível 
para amostras com uma viabilidade baixa9,32. Por vezes, apesar de determinada levedura 
estar viva, pode ter as enzimas responsáveis pela redução do corante inativas ou 
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Figura 16 - Média dos valores de viabilidade das amostras de levedura analisadas ao fim de 
3, 7, 14 e 21 dias de armazenamento a 2 e 8 °C. 
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desnaturadas, corando de azul e dando um resultado falso-negativo. Por outro lado, podem 
existir casos de leveduras que já não têm capacidade de se reproduzir, mas que ainda 
apresentam as enzimas ativas e que por isso vão surgir incolores dando um resultado falso-
positivo23.  
3.3.1.1. Influência da geração da levedura na viabilidade 
Uma vez que os resultados da taxa de viabilidade foram melhores para as amostras 
armazenadas a 2 °C, seguindo uma evolução como a esperada teoricamente, selecionaram-
se os resultados dessas mesmas amostras para se fazer uma análise da evolução da taxa de 
viabilidade para cada geração de levedura. 
No gráfico da Figura 17 pode observar-se a evolução da taxa de viabilidade ao longo do 
tempo de armazenamento para as várias gerações de levedura, sendo que quanto maior a 
geração, mais fermentações foram realizadas por essa levedura.  
 
É possível observar que as gerações mais novas (1-3) parecem ter um decréscimo na taxa 
de viabilidade menos acentuado, sendo a terceira geração aquela que apresenta resultados 
mais satisfatórios. As gerações mais velhas (4 e 5) já parecem apresentar um declínio mais 
acentuado na taxa de viabilidade a partir dos 7 dias, sendo que a quinta geração apresenta 
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uma descida bastante abrupta com valores a atingir os 6% de viabilidade ao fim de 21 dias. 
No entanto, apenas se podem considerar estes resultados como uma tendência, uma vez que 
o número de amostras avaliadas para cada geração foi muito baixo, sendo os dados obtidos 
limitados. 
3.3.2. Influência no p H  
Na Figura 18 é possível observar a evolução do valor de pH das diferentes amostras de 
levedura recolhidas e armazenadas a 2 e 8 °C. Os dados apresentados correspondem à média 
dos resultados da diferença entre os valores de pH medidos ao longo do armazenamento e o 
pH inicial medido aquando da recolha da levedura (∆pH = pHt - pHinicial, sendo t=tempo de 
armazenamento). Como se pode observar no gráfico, houve um aumento do valor da 
diferença de pH ao longo do armazenamento e, apesar desse valor aumentar mais 
rapidamente nas amostras armazenadas a 8 °C, ao fim dos 21 dias a média era semelhante 
para ambas as temperaturas de armazenamento (0,65 e 0,66 a 2 °C e 8 °C, respetivamente). 
  
De acordo com a literatura, e tal como já referido anteriormente, o pH é indicativo da 
condição geral da levedura e se se verificar um aumento maior do que 1,0 no pH da lama de 
levedura desde que esta foi recolhida, é indicativo de extensa morte celular, não devendo a 
levedura ser reutilizada9. No entanto, os resultados obtidos não se correlacionaram com a 
teoria, pois de acordo com os resultados para a taxa de viabilidade, seria de esperar um 
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aumento do valor de pH maior do que 1,0 para pelo menos as amostras armazenadas durante 
21 dias a 8 °C, que apresentaram um valor médio de viabilidade de 26%. 
Mesmo que tenha existido um problema de calibração ou outro com o aparelho utilizado 
para realizar a medição do valor de pH, uma vez que os valores apresentados são resultado 
de uma diferença, um problema de exatidão não teria repercussões nos valores em análise. 
Uma hipótese para se terem obtido valores mais baixos de pH do que os esperados seria 
a acidificação da lama de levedura devido a contaminação bacteriana. No entanto, nesse caso 
ter-se-ia verificado uma alteração percetível no cheiro da levedura armazenada, o que não 
ocorreu. Provavelmente, uma contaminação teria também repercussões nos resultados da 
taxa de viabilidade. Além disso, tendo em conta que foram tomadas todas as precauções para 
evitar contaminação e que não se trata de apenas casos esporádicos, mas sim de uma 
tendência observada em todas as amostras, esta hipótese pode ser descartada. 
Também se pode considerar que uma vez que as leveduras acabam por entrar em estado 
de latência durante o seu armazenamento, ao perderem viabilidade podem não sofrer 
apoptose e permanecerem atrofiadas, não contribuindo assim para o aumento do pH do meio 
extracelular. 
Seria necessário realizar uma análise mais extensiva com um maior número de amostras 
para perceber se realmente o valor de pH é ou não um bom indicador da condição fisiológica 
da levedura.  
É, no entanto, importante referir que é normal ocorrer uma leve diminuição inicial do 
valor de pH durante as primeiras 24 horas após a sedimentação e armazenamento da lama 
de levedura. Isto acontece devido à libertação de proteases e outros compostos de baixa 
massa molecular de natureza acídica pelas leveduras. Teoricamente, o aumento gradual do 
valor de pH é observado especialmente a partir do terceiro dia de armazenamento33. Isto 
talvez tenha tido uma influência no pequeno aumento de pH que se observa nas amostras 
armazenadas durante 3 dias, apesar de que já seria expectável que este valor fosse baixo 
tendo em conta os resultados das taxas de viabilidade para esse mesmo tempo de 
armazenamento. No entanto, isto pode explicar porque se observou uma leve descida do 
valor de pH inicial da lama de levedura dos lotes Rubi 3 e Birrenta 2 em relação ao valor de 
pH final da cerveja (Tabela 7). 
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3.3.3. Correlação entre viabilidade e p H  
Seria de esperar que conforme a taxa de viabilidade diminuí, o resultado da diferença dos 
valores de pH (∆pH) aumente. Para analisar se de facto existe uma correlação entre a taxa 
de viabilidade e o valor de pH realizou-se uma regressão linear simples. Definiu-se a taxa 
de viabilidade como a variável x (variável independente) e o valor de pH (∆pH) como a 
variável y (variável dependente). Depois, de forma a perceber se o modelo de regressão 
linear obtido era adequado, avaliaram-se três pontos: o valor-p ou probabilidade de 
significância, que define se existe correlação entre as variáveis; a análise de resíd uos, que 
define se a equação obtida é realmente adequada; e o coeficiente de determinação (R2), que 
define a representatividade da variável x para explicar o comportamento da variável y34. 
Relativamente ao valor-p, se este for maior do que 0,05, a correlação entre as variáveis 
não é significativa, enquanto que se o valor for menor do que 0,05, a correlação entre as 
variáveis é significativa. Para a comparação da taxa de viabilidade e diferença dos valores 
de pH através de regressão linear simples obteve-se um valor-p menor do que 0,05, 
sugerindo uma correlação significativa entre as duas variáveis.  
Na análise de resíduos verificou-se se os valores do pH previsto e pH real estavam 
próximos ou distantes. A diferença entre esses dois valores é o chamado resíduo. Para que a 
equação seja adequada, os resíduos devem ser baixos e uniformemente distribuídos ao longo 
da linha ajustada. Na Figura 19 observa-se que, para além de os valores dos resíduos serem 
elevados (vários pontos do pH real encontram-se afastados dos pontos do pH previsto), não 
estão uniformemente distribuídos, aumentando o número de resíduos à medida que os 
valores da taxa de viabilidade aumentam. Estes resultados sugerem que o modelo não é 
adequado. 
Para o coeficiente de determinação (R2) o valor apresenta-se entre 0 e 1, podendo ser 
convertido para percentagem (entre 0 e 100%), e quanto mais próximo de 1 (100%), maior 
a representatividade da taxa de viabilidade (variável x) a explicar o comportamento da 
variabilidade que ocorre com o pH (variável y), sendo ideal estar acima dos 0,5 (50%). Na 
análise realizada obteve-se um valor de 0,398 para o R2. Convertendo em percentagem, 
temos que a taxa de viabilidade tem 39,8% de impacto sobre o valor de pH, o que não é uma 
influência considerável. 
Assim, apesar do valor-p sugerir uma correlação entre as variáveis, a análise de resíduos 
e o valor de R2 não são coerentes, sugerindo o contrário. Como os vários critérios não foram 
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atendidos, não faz sentido utilizar esta ferramenta estatística, ou seja, o modelo obtido pela 
regressão linear não pode ser utilizado para estudar o processo e prever os valores de pH em 
função dos valores da taxa de viabilidade. Não se pode, portanto, concluir que existe uma 
correlação entre a taxa de viabilidade e o valor de pH. 
 
Provavelmente seria necessário fazer a avaliação de uma amostragem maior de leveduras 
recuperadas para se obterem resultados mais significativos. 
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Figura 19 - Gráfico obtido na análise de resíduos da regressão linear simples com 
o desenho de linha ajustada. 
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4. CONCLUSÕES 
O estágio curricular inserido no âmbito da dissertação de mestrado foi realizado na 
empresa Essência D’Alma Lda, tendo como principais objetivos o aumento da vida útil das 
leveduras utilizadas, permitindo a economia de recursos, mas também a aquisição de 
conhecimentos e competências ao nível do processo cervejeiro.  
Com a participação nas atividades diárias da empresa e o constante contacto com todo o 
processo de produção de cerveja, desde a receção de matérias primas até ao enchimento, e 
passando pelo controlo de qualidade e até higienização de equipamentos, foi possível, para 
além de aprofundar os conhecimentos nesta matéria, adquirir uma experiência polivalente e 
perceber a realidade de uma microcervejeira. 
Relativamente aos trabalhos desenvolvidos no âmbito do tema da dissertação, é possível 
concluir a importância da análise e avaliação constante dos produtos durante todo o processo 
cervejeiro, desde a levedura propagada ao mosto durante a fermentação. Estes devem ser 
rigorosamente controlados, uma vez que pequenas variações podem levar à obtenção de 
produtos completamente diferentes.  
Foi possível concluir que o processo de propagação realizado permite obter uma 
concentração de levedura dentro do intervalo desejável (3,65×1011 células/L ao 5º dia) e com 
uma condição fisiológica que obedece aos critérios para a sua utilização (88% de 
viabilidade). A levedura obtida na propagação permitiu a realização de 12 fermentações, ou 
seja, a produção de 12 lotes de cerveja. Observou-se que conforme a geração da levedura 
aumentava, o arranque da fermentação tendia a ser mais rápido, bem como o tempo do 
processo diminuía. 
Através da avaliação da influência do tempo e da temperatura de armazenamento nas 
leveduras recuperadas, foi possível concluir que um armazenamento a 2 °C e até 7 dias 
permite manter as leveduras numa condição fisiológica favorável à sua reutilização (74% de 
viabilidade). A diminuição da taxa de viabilidade até aos 14 dias nas leveduras armazenadas 
a 2 °C não é elevada (66% de viabilidade), de maneira que possivelmente as leveduras 
poderão estar em condições fisiológicas para serem reutilizadas até este intervalo de tempo. 
No entanto, parece existir uma tendência para uma diminuição da taxa de viabilidade ao fim 
de 7 dias de armazenamento para leveduras de gerações mais velhas (4ª e 5ª gerações). Para 
as leveduras armazenadas a 8 °C, verificou-se que ao fim de 7 dias já não preenchiam os 
requisitos necessários à sua reutilização (64% de viabilidade). Uma vez que de momento as 
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leveduras recuperadas na empresa são armazenadas a 8 °C, seria pertinente providenciar 
condições que permitissem o armazenamento a 2 °C, uma vez que isto permitiria o aumento 
da vida útil das leveduras recuperadas, sendo que poderiam ser reutilizadas mais vezes e 
assim poupar-se-iam recursos. Seriam menos as vezes que haveria necessidade de fazer 
propagação e reduzir-se-ia o número de utilizações de levedura desidratada em pacote, cujo 
custo é elevado. 
Relativamente à análise feita à diferença dos valores de pH desde a recuperação da 
levedura e ao longo do armazenamento, não se obtiveram resultados em acordo com a teoria. 
Ao fim de 21 dias de armazenamento, o resultado da diferença dos valores de pH era menor 
do que 1,0 (0,65 e 0,66 a 2 °C e 8 °C, respetivamente), sendo que seriam expectáveis valores 
mais elevados. Para além disso não foi possível confirmar uma relação entre a taxa de 
viabilidade e os valores da diferença de pH. 
De forma a obter resultados mais significativos relativamente à evolução da taxa de 
viabilidade de acordo com a geração da levedura e à evolução dos valores de pH durante o 
armazenamento, seria necessário realizar mais testes com uma amostragem maior. 
No futuro seria também relevante para a empresa testar e implementar um teste de 
vitalidade para avaliação das leveduras recuperadas. Isto porque, como já foi referido, apesar 
das leveduras poderem apresentar uma taxa de viabilidade aceitável, podem não estar numa 
condição fisiológica favorável á fermentação. O teste do poder de acidificação seria uma 
hipótese válida na medida em que é rápido, simples, pouco dispendioso e apenas necessita 
de material laboratorial comum. 
  
 59 
 
5. EPÍLOGO 
Durante o estágio tive a oportunidade de contactar com a realidade de uma 
microcervejeira, sendo que para além de desenvolver o projeto para a dissertação de 
mestrado, tive também a oportunidade de participar nas atividades envolvidas na produção 
da cerveja. Essas atividades incluíram a realização de propagação de leveduras (produção 
do mosto, inoculação de leveduras, monitorização do processo), produção de mosto 
cervejeiro (moagem do malte, brassagem, separação do mosto, remoção da dreche para 
reaproveitamento, fervura e clarificação por sedimentação no Whirlpool), fermentação 
(inoculação de leveduras, análise dos parâmetros físico-químicos, realização de provas para 
avaliação das características organolépticas), filtração da cerveja (através da utilização de 
filtros de cartucho e filtro de terras), carbonatação (através da injeção de CO2 inerte próprio 
para aplicação na área alimentar), enchimento (barris de 20, 30 e 50 L; garrafas de 33 e 75 
cl, em linha de enchimento automatizada), pasteurização (linha em continuidade com a linha 
de enchimento) e rotulagem. Participei também em atividades relacionadas com a gestão de 
leveduras na empresa, como a recolha de leveduras das cubas de fermentação, 
armazenamento das leveduras recuperadas, avaliação do estado fisiológico das leveduras 
(análise macroscópica do cheiro e cor e medição da viabilidade) e reutilização de leveduras. 
Outras atividades incluíram a higienização dos equipamentos através de um procedimento 
de CIP (panelas de brassagem e filtração, do Whirlpool, do permutador de placas, das cubas 
de fermentação e das máquinas enchedoras de garrafas e barris), higienização dos barris de 
inox numa máquina própria para esse fim, transferência de mosto ou cerveja para barricas 
de madeira para produzir cervejas do tipo Sour, etc. 
Para além das atividades ligadas à produção de cerveja, outras tarefas das quais participei 
incluíram o registo de todos os dados relacionados com o processo de fabrico da cerveja, a 
preparação de encomendas, a organização do armazém e a manutenção e higienização dos 
espaços. 
Durante o estágio pude constatar a importância da organização e planificação do trabalho 
numa empresa, bem como a importância do trabalho em equipa e da responsabilidade 
individual.  
É importante referir que devido à pandemia de Covid-19 que atingiu Portugal no início 
do mês de Março de 2020 e com as consequentes regras de confinamento impostas, a 
universidade viu-se na obrigação de suspender os estágios presenciais até ao final do mês de 
 60 
 
Abril. Apesar de ter surgido a possibilidade de retomar o estágio no mês de Maio de forma 
a concluir trabalhos exclusivamente relacionados com o projeto de dissertação, a empresa 
Essência D’alma encontrava-se em regime de layoff, de maneira que estava a funcionar 
apenas com os serviços mínimos de manutenção e não tinha as condições necessárias para o 
meu regresso. 
Devido à impossibilidade de terminar o estágio, os trabalhos para o meu projeto de 
dissertação ficaram aquém daquilo que estava planeado. O plano de trabalhos incluía a 
realização de mais uma propagação e a recolha das amostras de levedura geradas nas 
fermentações subsequentes, de forma a ter uma amostragem maior e assim obter resultados 
mais conclusivos. Estava também planeado testar e implementar um teste de vitalidade 
(neste caso o teste do poder de acidificação).  
No entanto, e tendo em conta todos estes constrangimentos, penso que o trabalho 
realizado permitiu tirar conclusões que podem ter um impacto importante na empresa, 
nomeadamente um maior reaproveitamento das leveduras caso seja possível criar condições 
para melhorar o seu armazenamento.       
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